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RESUMO 

 

A tolerância imunológica oral ocorre pela inibição da resposta imune específica a antígenos 

solúveis administrados pela via oral, expostos previamente ao trato gastrointestinal. Esse 

mecanismo regula e protege o organismo contra a hipersensibilidade causada por antígenos 

alimentares e microorganismos comensais. A indução da tolerância por administração oral 

de autoantígeno é uma abordagem que vem sendo classificada como tratamento alternativo 

para algumas doenças autoimunes humanas, tais como a artrite reumatoide, diabetes 

mellitus e esclerose múltipla. Entretanto, estudos demonstraram a indução de uma resposta 

de linfócitos T citotóxicos (CTL) como resultado da administração oral de autoantígeno em 

camundongos ao invés da indução da tolerância, o que levou ao aparecimento de doença 

autoimune. Os mecanismos envolvidos na indução da tolerância por via oral não são 

totalmente conhecidos e isso afeta negativamente o avanço de novos tratamentos para 

doenças autoimunes. Sendo assim, o objetivo principal deste estudo foi induzir a quebra da 

tolerância imunológica e avaliar o perfil e a atividade fenotípica de células TCD4+ Foxp3+ 

(células T regulatórias – Tregs) tanto no baço quanto nos linfonodos mesentéricos em 

camundongos que expressam ovalbumina (OVA) no pâncreas (RIP-mOVA), durante a 

evolução clínica da indução de diabetes mellitus em decorrência da administração contínua 

de autoantígeno pela via oral, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos. Nossos 

resultados mostraram uma diminuição de células TCD4+ Foxp3+ nos linfonodos mesentéricos 

e baço dos animais RIP-mOVA ao administrar oralmente OVA por 10 semanas. Além disso, 

foi visto um aumento de TCRs específicos para resposta contra o autoantígeno após o 

período de tratamento com OVA. Nossos dados nos levam a hipótese de que se 

continuarmos o estímulo oral do autoantígeno a longo prazo, haverá uma queda mais 

expressiva de Tregs concomitante com o aparecimento de diabetes mellitus nos animais. 

Podendo, assim, causar a quebra da autotolerância imunológica e a possível geração da 

resposta autoagressiva pela presença contínua do autoantígeno. Nossa pesquisa auxilia no 

entendimento dos eventos imunológicos atrás da continuidade do estímulo autoantigênico, 

utilizado comumente para a indução da tolerância oral. Compreender esses eventos 

proporciona a elaboração de novas estratégias para o uso da tolerância oral como 

tratamento alternativo de doenças autoimunes como a diabetes mellitus do tipo 1. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Oral immunological tolerance prevents the specific immune response to soluble antigens 

administered orally, previously exposed to the gastrointestinal tract. This mechanism 

regulates and protects the body against hypersensitivity caused by food antigens and 

commensal microorganisms. Tolerance induction by oral administration of autoantigen is an 

approach that has been used as an alternative treatment for some human autoimmune 

diseases, such as rheumatoid arthritis, diabetes mellitus, and multiple sclerosis. However, 

studies have demonstrated the induction of a cytotoxic T lymphocyte (CTL) response due to 

oral administration of autoantigen in mice rather than the induction of tolerance, which led 

to the onset of autoimmune disease. The mechanisms involved in the induction of tolerance 

orally are not fully known, negatively affecting the advantages of advancing new treatments 

for autoimmune diseases. Therefore, the main objective of this study was to induce the 

breakdown of immunological tolerance and evaluate the profile and phenotypic activity of 

CD4+ Foxp3+ T cells (regulatory T cells – Tregs) in both the spleen and mesenteric lymph 

nodes in mice that express ovalbumin (OVA) in the pancreas (RIP-mOVA), during the clinical 

evolution of the induction of diabetes mellitus as a result of continuous oral administration 

of autoantigen, to elucidate the mechanisms involved. Our results showed a decrease in 

CD4+ Foxp3+ T cells in the mesenteric lymph nodes and spleen of RIP-mOVA mice when 

orally administering OVA for 10 weeks. Furthermore, an increase in specific TCRs to the 

response against the self-antigen was seen after the OVA treatment period. Our data lead us 

to the hypothesis that if we continue oral stimulation of the autoantigen in the long term, 

there will be a more significant drop in Tregs concomitant with the induction of diabetes 

mellitus in mice. Therefore, this could cause the breakdown of immunological self-tolerance 

and the possible generation of a self-aggressive response due to the continuous presence of 

the self-antigen. Our research helps to understand the immunological events behind the 

continuity of the autoantigenic stimulus, commonly used to induce oral tolerance. 

Understanding these events leads to the development of new strategies for oral tolerance as 

an alternative treatment for autoimmune diseases such as type 1 diabetes mellitus.  
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INTRODUÇÃO 

 

1. Breve introdução ao sistema imunológico 

O sistema imunológico compreende um conjunto de mecanismos especializados que 

visam manter a homeostase do organismo hospedeiro. Ele atua como um estado protetor, 

defendendo contra lesões e patógenos, a fim de preservar a identidade do organismo como 

um todo1. O sistema imune pode reagir contra células, órgãos ou tecidos próprios do 

organismo e pode afetar diretamente seu funcionamento, distanciando-se da sua identidade 

e causando a autoimunidade2,3. Em certo grau, as respostas contra o próprio são 

consideradas normais e até necessárias nos indivíduos, sem que haja alteração significativa 

na homeostase do sistema imune. Entretanto, dependendo da intensidade e continuidade 

dessas respostas, podem levar à alteração da homeostase do sistema imune inato e/ou 

adaptativo, provocando lesão tecidual e resultando em distúrbios inflamatórios ou doenças 

autoimunes4. 

O sistema de defesa contra agentes externos do organismo é composto 

classicamente pelas barreiras anatômicas e fisiológicas, e pelo sistema de resposta imune 

que compõe a imunidade inata e a adaptativa. A imunidade inata é um sistema evolutivo de 

resposta de defesa que abrange praticamente todos os tecidos do organismo e inclui 

componentes hematopoiéticos e não-hematopoiéticos. As células do sistema imune inato 

possuem receptores de reconhecimento codificados pela linhagem germinativa (receptores 

de reconhecimento de padrões – PRR), como os receptores do tipo Toll (TLR), que 

reconhecem estruturas microbianas expressas por uma grande variedade de patógenos5. 

Esses PRRs reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), são ativados 

durante uma resposta inflamatória e se diferenciam em células efetoras de vida curta para 

eliminar a infecção6. Os PAMPs são produzidos exclusivamente por microorganismos, sendo 

cruciais para sua sobrevivência e patogenicidade. O sistema abrange também as barreiras 

epiteliais, de mucosas e secreções, que atuam prevenindo o acesso dos microrganismos ao 

hospedeiro7. A defesa celular primária é complementada por componentes humorais. As 

proteínas circulantes do sistema imune inato reconhecem microorganismos que influenciam 

os mecanismos efetores para facilitar a eliminação da infecção.  
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Para identificar danos teciduais causados pelos padrões moleculares, as células da 

imunidade inata têm a capacidade de reconhecer células modificadas (p. ex. células 

tumorais ou infectadas com patógenos) de células saudáveis do hospedeiro por meio da 

molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Essa molécula é expressa 

por células saudáveis e não é expressa nas células infectadas ou nos patógenos8. Em vista 

disso, o reconhecimento do MHC indica que a célula é própria organismo, inibindo, assim, a 

ativação do sistema imune inato contra o tecido normal do hospedeiro. Caso contrário, a 

imunidade inata sinaliza a presença de uma infecção que, por sua vez, influenciam a ativação 

do sistema imune adaptativo. Essa sinalização faz com que as células da imunidade inata 

gerem uma resposta inespecífica inflamatória em poucos minutos após a exposição ao 

patógeno, sem gerar memória imunológica6. Além disso, estudos comprovaram que além do 

reconhecimento de células infectadas, as células do sistema imune, tais como as Natural 

killers (NK), podem reconhecer e eliminar células saudáveis que falham na expressão ou 

possuem alguma alteração no MHC de classe I, essa é uma hipótese conhecida como 

“missing self”9. As células dendríticas (DCs), especializadas na captura e apresentação de 

antígenos aos linfócitos, desempenham um papel crucial fazendo uma ponte entre a 

imunidade inata e a adaptativa. As DCs são induzidas e ativadas por elementos da resposta 

inata, permitindo a sensibilização dos linfócitos T na resposta imune adaptativa10. 

Ao contrário da inata, a imunidade adaptativa consiste em respostas imunes 

específicas que se desenvolvem de forma mais lenta, pois são construídas e adaptadas para 

o dano causado pelo agente infeccioso específico que resultam em memória imunológica11. 

Esse mecanismo facilita as futuras respostas imunes a esse patógeno após exposições 

repetidas do mesmo7. A especificidade da resposta se origina pelo mecanismo de rearranjo 

de genes de receptores específicos e estruturalmente únicos das células que compõe o 

sistema imune adaptativo e o humoral, os linfócitos ou células T e B, gerando uma grande 

variedade de receptores de antígenos que reconhecem, assim, uma grande variedade de 

agentes infecciosos e não infecciosos5. 

A construção molecular da imunidade inata é encontrada em plantas e animais, 

então pode-se dizer que este tipo de resposta imunológica é uma parte evolutivamente 

antiga dos mecanismos de defesa do hospedeiro, o que significa que surgiu antes da divisão 
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desses dois reinos12. Já a resposta imune adaptativa pode ser gerada exclusivamente pelos 

vertebrados, apresentando-se relativamente recente no cenário evolutivo5. 

 

2. Linfócitos 

2.1 Desenvolvimento e maturação 

O estabelecimento e manutenção da homeostase, tolerância e memória imunológica 

dependem dos linfócitos T e B, nos quais expressam receptores com capacidade de 

reconhecer uma diversidade de antígenos de patógenos, de tumores e do ambiente13.  

Tanto as células B quanto as T são originadas de progenitores linfoides em órgãos 

linfoides primários fetais e adultos, tais como o fígado e a medula óssea. O desenvolvimento 

das subpopulações dessas células é um processo em camadas14, ou seja, os subtipos dos 

linfócitos B e T são derivados de diferentes progenitores que surgem em momentos 

diferentes durante o desenvolvimento do organismo15. 

O processo de maturação dos linfócitos B ocorre principalmente na medula óssea, já 

os precursores de linfócitos T migram da medula óssea para o timo, onde ocorre o 

desenvolvimento dos linfócitos T imaturos (timócitos). A maturação de ambos linfócitos 

ocorre de forma semelhante, sinais celulares promovem a proliferação dos progenitores que 

dão início ao rearranjo sequencial de genes dos receptores de antígenos específicos. Esse é 

um evento-chave para o comprometimento de uma célula progenitora com a linhagem do 

linfócito T ou B7. Através de processos de seleção celular, são preservadas as células com 

receptores funcionais e são eliminadas àquelas potencialmente não-funcionais. Finalizando 

o processo de maturação, ocorre a diferenciação das células B ou T em subpopulações 

robustas para uma resposta específica na periferia do sistema imune. As células B se 

desenvolvem em células foliculares, células da zona marginal e em B-1; já as células T se 

desenvolvem em linfócitos T αβ com correceptores CD4+ e CD8+, células NKT e células γδ16. 

Um componente crucial para a construção dos receptores dos linfócitos T (TCR) e sua 

transdução de sinal é o complexo de proteínas CD3 citoplasmáticas. As células duplo-

negativas, linfócitos T que ainda não possuem seus correceptores (T CD4-CD8-), passam a 

expressar TCR após recombinações de genes das cadeias α, β, γ e δ, no córtex tímico17. Mais 

de 90% dos linfócitos, tanto em humanos quanto em camundongos, possuem receptor αβ 

enquanto que o restante possui receptor γδ18. A população de células T com TCR αβ é 
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mediadora-chave da imunidade adaptativa, pois possui a capacidade de responder a uma 

vasta variedade de antígenos pelo seu grande repertório. Por outro lado, as células T com 

receptores de cadeias γδ apresentam uma menor variedade em comparação ao TCR αβ e 

residem em tecidos epiteliais, sugerindo que os ligantes para o TCR γδ são conservados e 

não-variantes19. Apesar disso, essa população exerce uma importante função na defesa do 

hospedeiro contra um conjunto específico de patógenos e até autoantígenos que podem 

causar estresse celular. Esta população representa um elo entre a resposta imune inata e 

adaptativa20.  

As etapas combinadas de seleção celular positiva e negativa durante o processo de 

maturação resultam em um repertório de linfócitos T αβ que é restrito ao MHC. A população 

de linfócito T γδ parece reconhecer o antígeno diretamente, ou seja, não requer 

apresentação por uma proteína do MHC ou outras moléculas e não dependem do 

processamento do antígeno20. No córtex tímico, durante a maturação, os timócitos αβ já 

expressam correceptores CD4 e CD8 (duplo-positivos) e entram em contato com o complexo 

de antígenos próprios (autoantígenos) ligados a moléculas do MHC. Entrando na medula 

tímica, os timócitos passam por uma seleção positiva, logo, os receptores que reconhecem 

com uma certa afinidade o complexo MHC-antígeno são selecionados para sobreviver16. 

Além disso, essa interação define a diferenciação do timócito em linfócito T CD4+ (auxiliar) 

ou CD8+ (citotóxico) pelo reconhecimento do MHC de classe II ou I com o TCR, 

respectivamente21. As moléculas do MHC de classe II geralmente apresentam peptídeos 

derivados de antígenos exógenos que entram na célula pela via endocítica, por outro lado, 

as moléculas do MHC de classe I apresentam antígenos endógenos, sintetizados no interior 

da célula que apresenta o antígeno22. Ainda na medula tímica, os timócitos T αβ entram em 

contato com células apresentadoras de antígeno (APCs), tais como as células dendríticas e 

macrófagos, que também apresentam antígenos próprios associados ao MHC. Os timócitos 

com receptores que possuem alta afinidade por esses autoantígenos sofrem seleção clonal 

negativa (apoptose), a fim de evitar o dano permanente da autoimunidade, sendo esse um 

evento essencial da seleção negativa, denominado também como tolerância central23. 

Consequentemente, as células T αβ CD4+CD8- ou CD4-CD8+ (simples-positivas) com baixa 

afinidade ao complexo autoantígeno-MHC sobrevivem, finalizando sua maturação e partem 
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do timo para a periferia do sistema imune, localizado nos órgãos linfoides secundários onde 

irão formar o repertório de células T periféricas virgens21,23. 

A tolerância central é um evento importante para o sistema imune por educar as 

células T para que tenham a capacidade de tolerar os antígenos próprios e reconheçam 

antígenos estranhos ao organismo, quando apresentados pelo MHC próprio, para responder 

contra o nocivo e evitar o dano autoagressivo. Além desse mecanismo de regulação, o 

sistema dispõe de outros para evitar o dano autoimune nos quais serão abordados 

posteriormente. 

 

2.2 Linfócitos efetores e de memória 

 As células T CD4+ orquestram outras células do sistema imune, seja através de 

citocinas secretadas ou por contato direto célula-célula, por isso são denominadas células T 

auxiliares, ou helper em inglês (Th). Essas células possuem um papel fundamental na 

proteção imunológica contra infecções bacterianas, virais, parasitárias e fúngicas; regulando 

as respostas humorais das células B24, respostas do linfócitos T CD8+ e macrófagos. Por outro 

lado, as células T CD8+ são capazes de realizar lise de células-alvo infectadas por meio da 

liberação de grânulos contendo granzimas e perforinas, sendo envolvidas principalmente 

nas respostas antivirais ou antitumorais25 e são, portanto, denominadas células T citotóxicas. 

Ambos tipos de células T circulam desde o sangue periférico até os órgãos linfoides 

secundários, sempre em busca da apresentação do seu antígeno específico para o controle 

de patógenos intracelulares19. 

 Os linfócitos B são ativados pelo reconhecimento de antígenos por meio do seu 

receptor, no qual resulta na geração de plasmócitos secretores de anticorpos e/ou de células 

B de memória. Como já mencionado anteriormente, as respostas de anticorpos a antígenos 

específicos são T-dependentes, requerem que o antígeno seja internalizado por células B 

específicas e apresentados aos linfócitos Th CD4+, resultando na ativação da célula B24. 

A ativação dos linfócitos T CD4+ virgens ocorre quando seu receptor reconhece 

peptídeos apresentados pelo MHC de classe II, na presença de moléculas coestimulatórias 

em APCs que apresentam os patógenos. Uma vez ativados, ocorre expansão clonal e 

adquirem funções efetoras em órgãos linfoides secundários, garantindo a quantidade 

necessária de clones específicos de antígeno para combater patógenos nos locais de 
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infecção26. Dependendo do tipo de patógeno e da produção de citocinas específicas para 

gerar resposta contra esse patógeno, as células T CD4+ virgens podem se diferenciar em 

várias subpopulações especializadas de Th definidas por suas características funcionais27.  

 As respostas das células Th que determinam o comprometimento com a linhagem 

são geradas predominantemente pelo perfil de citocinas secretadas pelas células T expostas 

ao patógeno ou antígeno estranho. Além disso, a força do sinal do TCR também regula esse 

processo de diferenciação das células T CD4+ efetoras. A força desse sinal é influenciada por 

diversos fatores associados às células T, como a qualidade do engajamento entre as 

moléculas do MHC com o TCR, a quantidade de antígeno e o grau de coestimulação28. As 

células Th são classicamente categorizadas em cinco subconjuntos principais, baseados nos 

fatores mencionados anteriormente e na indução de fatores de transcrição mestres 

específicos de cada linhagem que determinam suas funções. A linhagem de células Th do 

tipo 1 (Th1) produz citocinas interferon (IFN)-γ e interleucina (IL)-12 que induzem o fator de 

transcrição T-bet e, consequentemente, desencadeia respostas específicas principalmente 

para patógenos intracelulares, como bactérias, vírus e protozoários, ativando macrófagos do 

tipo 129. Já o subconjunto de células Th do tipo 2 (Th2) produzem citocinas IL-4, IL-5, IL-13 

que ativa o fator de transcrição GATA3 e medeiam respostas imunes contra infecções por 

parasitas extracelulares, como helmintos, ativando macrófagos do tipo 2. Também auxilia no 

recrutamento de eosinófilos, basófilos e mastócitos para os locais de infecções30. As células 

Th17 desencadeiam respostas do tipo 3 que produzem citocinas IL-17 e IL-22, induzindo o 

fator de transcrição RORγt. Essas respostas são específicas para a eliminação de bactérias e 

fungos extracelulares, auxiliam no recrutamento de neutrófilos e estimulam células nas 

barreias mucosas para produzir peptídeos antimicrobianos31. As células T CD4+ virgens 

também podem desenvolver-se em células T foliculares (Tfh), nas quais produzem a citocina 

IL-21 que induzem o regulador Bcl6. Essa subpopulação auxilia as células B a gerarem 

respostas humorais, promovendo a formação do centro germinativo, a maturação da 

afinidade e a recombinação da troca de classe de imunoglobulina32. As células T reguladoras 

(Tregs) podem ser induzidas por meio de células T CD4+ virgens na periferia, secretam 

citocinas IL-10, fator transformador de crescimento (TGF)-β e IL-35, e são regulados pelo seu 

fator de transcrição mestre Foxp329. Essas células juntamente com as Tregs derivadas do 

timo regulam as repostas imunes, controlando a diferenciação e as funções das células T 
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efetoras, além de manter a tolerância imunológica33. Posteriormente será abordado esse 

subconjunto mais afundo.  

Os subconjuntos de células Th, tanto os principais quanto outros que possuem 

menos embasamento literário, são derivados de células T CD4+ virgens maduras. No 

entanto, algumas dessas células podem se diferenciar com características similares às células 

T CD8, por induzirem apoptose em células-alvo por meio da secreção de granzima B e 

perforina, de maneira restrita ao MHC de classe II. Citocinas específicas que induzem fatores 

de transcrição como Eomes, T-bet, Blimp-1, entre outros, induzem a expressão de genes 

associados à citotoxicidade nessas células, denominadas T CD4 citotóxicas (CD4-CTLs)34. As 

células T CD4 CTLs são importantes na proteção do hospedeiro contra infecções virais 

crônicas, sendo potencializada quando a atividade citotóxica das células T CD8 é prejudicada 

pela estratégia de fuga do vírus. Além disso, as T CD4 CTLs estão envolvidas em respostas 

imunes antitumorais e na patologia de várias doenças autoimunes35. 

A maioria das células T e B efetoras ativadas têm curta duração de vida, por outro 

lado algumas podem ser geradas ou sobreviver como células T ou B de memória de longa 

duração, dependendo da capacidade de migração para o local de infecção, localização no 

tecido periférico e autorrenovação13. O tráfego de células T de memória nos tecidos pode 

permitir uma proteção rápida contra reinfecção, enquanto as células de memória presentes 

nos órgãos linfoides secundários se mobilizam. Contudo, apesar do desenvolvimento de 

células de longa duração circulantes, a proteção nos tecidos periféricos tende a diminuir 

após infecções crônicas, nas quais o antígeno e a inflamação persistem de forma frequente 

em níveis elevados. Ou seja, esses quadros podem favorecer a geração de células efetoras 

de vida curta ao invés de células de memória de vida longa independentes do antígeno36. 

 

3. Autoimunidade e tolerância 

3.1 Respostas e doenças autoimunes 

A autoimunidade é uma consequência natural dos repertórios dos receptores das 

células B e T, na qual lhes permite reconhecer e responder contra componentes normais do 

sistema imune (autoantígenos). Essas células autorreativas podem permanecer inofensivas 

em condições fisiológicas normais e auxiliam na vigilância imunológica e na reparação de 

tecidos. Ademais, desempenham um papel importante na eliminação de infecções e 
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manutenção da homeostase tecidual37.  Portanto, as respostas autoimunes transitórias são 

comuns e necessárias para o organismo, tornando-se prejudiciais quando a quantidade e 

qualidade da resposta autoimune é alterada, ou seja, quando a intensidade dessa resposta é 

suficiente para afetar a função dos tecidos, órgãos ou das células38. As respostas imunes 

inatas e adaptativas estão intimamente associadas e o desequilíbrio entre essas respostas 

podem levar a alguns distúrbios autoimunes39. 

Doenças autoinflamatórias são caracterizadas por episódios inflamatórios induzidos 

pela ativação exacerbada da imunidade inata na ausência de células T autoagressivas e 

autoanticorpos, geralmente oriunda de alterações monogênicas do sistema imune inato39. 

Em contraste, as doenças autoimunes envolvem a falha da imunidade adaptativa por meio 

de respostas irregulares e prolongadas a um autoantígeno, na qual levam a produção de 

autoanticorpos. São mediadas por células T e B e geralmente a incidência dessas doenças 

envolvem fatores genéticos, hormonais ou ambientais3. 

As doenças autoimunes associadas com lesão tecidual podem ser classificadas como 

órgão-específicas, como a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e esclerose múltipla (EM); e/ou 

podem ser classificadas como sistêmicas na qual englobam múltiplos órgãos, tais como lúpus 

eritematoso sistêmico (LES) e artrite reumatoide (AR)2. Ambas classificações são sustentadas 

pela presença de autoanticorpos ou células T citotóxicas que vão diretamente contra os seus 

correspondentes autoantígenos, ou seja, ocorre a perda da tolerância aos antígenos 

específicos do próprio organismo40,41. 

A tolerância imunológica, termo geral que engloba o assunto do presente trabalho, 

refere-se a um processo ativo pelo qual uma resposta imune potencialmente prejudicial é 

evitada, suprimida ou desviada para uma categoria de resposta imune não prejudicial. A 

tolerância está relacionada ao autorreconhecimento produtivo, resultante da reação aos 

sinais de perigo que confrontam o sistema imunológico, tais como prevenir a 

autoagressividade37. 

 

3.2 Tolerância imunológica 

O sistema imunológico dispõe de diversos mecanismos de tolerância central e 

periférica para estabelecer e manter a falta de resposta imune a alguns autoantígenos 

(autotolerância imunológica) ao longo da vida. Esses mecanismos controlam a 
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autoagressividade, prevenindo o surgimento de doenças autoimunes e mantendo a 

homeostase do sistema imune. 

O processo da tolerância central, que se refere a eliminação tanto de células T 

quanto B autoagressivas expostas a autoantígenos durante os estágios de maturação, é um 

mecanismo muito importante. Entretanto, como já mencionado anteriormente, esse 

processo não elimina todos os linfócitos potencialmente prejudiciais durante o processo de 

maturação dos linfócitos T, e muitas células autoagressivas são encontrados na periferia42. 

Essas células possuem interações de alta afinidade com autoantígenos ligados ao MHC II 

enquanto estão passando pela sua maturação no timo, na qual geram as subpopulações 

Tregs naturais43. As Tregs também podem ser geradas na periferia em resposta a baixa 

intensidade do sinal por meio do TCR de células TCD4+ virgens e pela secreção das citocinas 

TGF-β e IL-244. Essa subpopulação de células é altamente especializada para função 

supressora da resposta imune à autoantígenos na periferia, possui uma alta expressão da 

molécula CD25+ (cadeia α do receptor IL-2) e também do fator de transcrição Forkhead box 

P3 (Foxp3), no qual é crucial para o desenvolvimento e função das células T regulatórias 

(Treg CD4+ CD25+ Foxp3+)45. Além disso, múltiplos mecanismos podem ser desencadeados 

pelas Tregs, concedendo-lhes a capacidade de controlar uma ampla gama de populações de 

células-alvo em diferentes contextos46. Deficiências genéticas consequentes de mutações 

em Foxp3, tanto em humanos quanto em camundongos, podem comprometer o 

desenvolvimento das Tregs, gerando distúrbios autoimunes que podem afetar múltiplos 

órgãos por meio da hiperativação de células autoagressivas e consequente perda da 

tolerância periférica47. 

Além das células T reguladoras Foxp3+, há outras populações de células T 

reguladoras que não possuem expressão de Foxp3 e contribuem criticamente para a 

regulação imunológica. Células T CD4+ que produzem grandes quantidades de IL-10 e que 

inibem as respostas imunes são um exemplo dessas populações, chamadas de células 

reguladoras do tipo 1 (Tr1)48. A capacidade reguladora das células Tr1 depende de muitos 

mecanismos, incluindo secreção de citocinas supressoras, contatos célula-célula, 

citotoxicidade e regulação metabólica. Por outro lado, há também outra população chamada 

de células Th3 que são linfócitos T CD4+ induzidos por antígeno oral nos linfonodos 

mesentéricos, possuem um fenótipo similar as Tregs convencionais, secretam TGF-β e IL-10, 
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além de expressarem IL-4. Essas células possuem um fenótipo similar das Tregs, com 

propriedades reguladoras ou supressoras que inibem os efeitos das células T 

autoagressivas37. 

O receptor coinibitório Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4 ou CD152) também 

é expresso nas Tregs e em células T ativadas, e possui função oposta do receptor 

coestimulatório CD28 de células T. Enquanto o estímulo do CD28 promove a ativação das 

células T, o CTLA-4 suprime as repostas das células T potencialmente prejudiciais, 

desempenhando um papel regulador do sistema imune. Ambos receptores interagem com 

os mesmos ligantes compartilhados, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) que se ligam às moléculas B7 

nas APCs49. O CTLA-4 inibe a ativação de células T de maneira extrínseca à célula por 

endocitose desses ligantes compartilhados com CD28 e, além disso, pode inibir a ativação do 

TCR na ausência das moléculas B750. Polimorfismos no gene da CTLA-4 acarretam em 

doenças autoimunes, como a diabetes tipo 1, assim como o bloqueio do gene com um 

anticorpo específico pode induzir autoimunidade e/ou dando inflamatório intestinal51. 

Outro regulador importante para manutenção da autotolerância é a proteína 

Autoimmune regulator (AIRE) que é expressa por células epiteliais tímicas maduras, nas 

quais promove a expressão gênica promíscua de vários antígenos restritos a tecidos (TRAs) 

que são apresentados aos timócitos na etapa de seleção negativa, fazendo com que o 

processo de maturação dos linfócitos seja eficiente52. Mutações no gene AIRE resultam no 

escape de timócitos autoagressivos para a periferia, causando autoimunidade e doenças 

autoimunes. 

Os mecanismos celulares e moleculares desses e de vários outros reguladores ainda 

permanecem desconhecidos ou não tão claros, no entanto sabe-se que são fundamentais 

para manter a autotolerância imunológica. 

 

4. Tolerância Oral 

4.1 Definição e breve história 

 A tolerância oral (TO) é definida como a supressão ativa de respostas imunes celulares 

e/ou humorais específicas a antígenos por meio da administração previa dos mesmos pela 

via oral53. Evolutivamente, a tolerância oral desenvolveu-se como um mecanismo 

imunológico para prevenir reações de hipersensibilidade a proteínas alimentares e a 
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diversos antígenos bacterianos comensais, nos quais estão presentes na microbiota do trato 

gastrointestinal, respiratório e urogenital54. Uma vez que esses antígenos externos ganham 

acesso ao às mucosas de forma natural, são tratados como componentes internos e se 

tornam parte do próprio organismo. A tolerância oral carrega uma importância imunológica 

única, visto que se trata de um evento imunológico natural contínuo desencadeado pelo 

estímulo do antígeno exógeno37. 

 O fenômeno da tolerância oral foi demonstrado pela primeira vez em 1911 por Wells e 

Osbourne, no qual porquinhos-da-índia foram inicialmente submetidos à administração oral 

da proteína do milho e, logo após, foram alimentados com dieta contendo milho. Foi 

mostrado que esses animais eram resistentes ao zen, principal proteína do milho, em 

comparação àqueles que receberam dieta livre de milho. Sendo assim, os pesquisadores 

descreveram a tolerância oral como um estado em que a anafilaxia sistêmica em 

porquinhos-da-índia era prevenida pela alimentação previa com proteínas do milho55. Ao 

longo do tempo (1946-1970) outros estudos relacionados com a tolerância oral, 

caracterizaram esse mecanismo como um evento imunológico envolvendo a ação de células 

T supressoras56. Em 1953, Peter Medawar descreveu o termo “tolerância” pela primeira vez 

em um artigo publicado na Nature, conceituando como um mecanismo na qual o sistema 

imune previne a autoagressividade e, portanto, previne doenças autoimunes57. Com a 

chegada da descrição da seleção tímica dos linfócitos T, das suas subpopulações e suas 

diferentes funções, assim como das células B e T autoagressivas em indivíduos saudáveis, 

estudos derivados demonstraram que a tolerância imunológica natural ao próprio é um 

processo ativo que depende da atividade das células T autoagressivas não-inflamatórias 

presentes no repertório normal do organismo42,58,59. Assim, a observação de que os 

antígenos administrados por via oral poderiam suprimir as respostas imunes foi reconhecida 

muito antes da era da imunologia moderna. 

 Na tentativa de controlar a progressão clínica de doenças autoimunes humanas, várias 

drogas imunossupressoras são utilizadas, porém são pouco específicas e podem levar a um 

risco aumentado de infecções60,61. Um tratamento terapêutico alternativo e supostamente 

ideal para o controle dessas doenças é a indução da tolerância imunológica, ou seja, a 

indução de um estado ativo de não-reatividade específico do sistema imune para um 

determinado antígeno, através da exposição prévia do mesmo56. Essa falta de resposta 
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celular pode prevenir a autorreatividade dos linfócitos, reestabelecendo a tolerância 

imunológica. Em modelos experimentais de doenças autoimunes, onde ocorre a quebra da 

tolerância imunológica, tem sido possível a regeneração da tolerância pelo bloqueio da 

doença, através da administração de antígenos ou de peptídeos contra os quais a resposta 

imunológica ocorre. Dentre os meios terapêuticos de indução da tolerância, tais como 

intravenosa, sublingual ou inalatória, há a administração de antígenos específicos por via 

oral, baseada no mecanismo da tolerância oral56. No final da década de 1980, estudos 

pioneiros usando modelos experimentais de doenças autoimunes evidenciaram o potencial 

uso clínico da via oral para inibir doenças inflamatórias62. Um elemento único e distintivo da 

via oral é a grande área de contato da mucosa intestinal e os diversos componentes 

imunorreguladores que ela engloba. 

 Clinicamente, a tolerância oral ocorre pela indução de um estado de não-

responsividade imunológica sistêmica a um antígeno administrado oralmente após desafio 

subsequente com antígeno63,64. Esse processo complexo se dá por meio da supressão de 

algumas respostas imunes e a indução de outras. A tolerância oral em humanos foi 

demonstrada por experimentos feitos por Husby e colegas em 199465. Após essas 

observações, vários estudos pré-clínicos e clínicos examinaram mais detalhadamente o 

potencial uso da administração oral de antígenos específicos como uma alternativa 

terapêutica para atenuar sinais clínicos de doenças inflamatórias56.  Para um efetivo uso da 

abordagem da tolerância oral induzida por antígeno no tratamento terapêutico de doenças 

autoimunes ou inflamatórias, é requerido um entendimento claro nos eventos imunológicos 

básicos que ocorrem nos órgãos e sítios da mucosa intestinal37. Tais eventos abrangem 

respostas dicotômicas, sendo uma a imunidade inflamatória intestinal e a outra sendo a 

tolerância. 

 

4.2 Mecanismos da tolerância oral 

 O intestino é um ambiente onde uma diversidade de micróbios comensais residem, 

formando a flora intestinal. As superfícies epiteliais do trato gastrointestinal estão 

constantemente expostas ao ambiente externo e são o local de entrada de muitos agentes 

microbianos patogênicos que frequentemente causam infecções e podem causar doenças 

locais ou sistêmicas. Portanto, estabelecer e manter um controle adequado na quantidade e 
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variedade desses microrganismos é crucial para prevenção de infecções oportunistas.  A fim 

de esquivar-se dos danos inflamatórios dos agentes microbianos e manter tolerância 

imunológica à própria microbiota, o organismo desenvolveu uma rede complexa e diversa 

no trato gastrointestinal com vários tipos de células imunes e estruturas que agem por meio 

de mecanismos bem regulados que induzem a tolerância, nos quais estão presentes no 

tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT)66. A mucosa do intestino delgado 

humano tem um tamanho estimado de 300m2 e há por volta de 1012 células linfoides por 

metro de intestino. Toda área intestinal e células residentes abrangem cerca de 130-190g de 

proteínas absorvidas da dieta diária e cerca de 1012/cm3 de bactérias comensais (microbiota) 

habitam o lúmen intestinal humano67. O sistema imunológico intestinal hospeda cerca de 

70% dos linfócitos periféricos para lidar com o grande número de bactérias comensais. Com 

isso, o intestino constitui virtualmente o maior tecido imunitário periférico do corpo68. 

 O GALT consiste em uma rede bem organizada de estruturas multifoliculares linfoides 

separadas ou agregadas, tais como as placas de Peyer (PP) no intestino delgado. As placas de 

Peyer são estruturas linfáticas que controlam antígenos e bactérias nas áreas luminais, 

compreendem tanto o epitélio associado ao folículo quanto as células imunes residentes nos 

folículos linfoides. A interação das PP com os antígenos leva à defesa imunológicas contra 

patógenos, assim como a tolerância imunológica69. O epitélio intestinal associado ao folículo 

é composto principalmente por células M e vilosidades contendo enterócitos que recobrem 

as placas de Peyer, células caliciformes secretoras de muco e linfócitos intraepiteliais, nos 

quais residem difusamente na lâmina própria.70 O epitélio associado ao folículo forma a 

interface entre o sistema linfoide intestinal e o ambiente luminal intestinal71. As células M 

são especializadas na captação de antígenos luminais e microorganismos intactos, tais como 

vírus e bactérias, que são apresentados às células imunes do folículo linfoide para gerar uma 

resposta imune. Já os antígenos solúveis podem ser adquiridos diretamente pelas células 

fagocíticas intestinais, ou passar através dos enterócitos ou passagens associadas às células 

caliciformes antes da captura pelas DCs na lâmina própria70. 

 Os linfonodos mesentéricos (LMs) drenantes são considerados os principais locais 

indutivos das repostas imunes aos antígenos intestinais, enquanto a lâmina própria e o 

epitélio da mucosa possuem funções efetoras e de memória. A captura e processamento do 

antígeno luminal são iniciados nos locais indutores, onde as APCs ativam os linfócitos T CD4+, 
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T CD8+ e linfócitos B. Enquanto que os locais efetores alojam as células imunológicas que, 

uma vez ativadas, modulam a resposta imunológica e sinais inflamatórios. A célula efetora 

primária no epitélio intestinal é o linfócito intraepitelial, na qual é capaz de produzir 

citocinas. A lâmina própria abriga numerosas células efetoras, incluindo as células B 

produtoras de IgA, células T, macrófagos, DCs e mastócitos72. Além dos linfonodos 

mesentéricos, outras estruturas também são consideradas como locais indutivos, tais como 

as placas de Peyer. Porém, interessantemente, estudos demonstraram que os LMs são 

essenciais e suficientes para o estabelecimento da tolerância oral, na ausência das placas de 

Peyer73,74. 

 Recentemente, foi evidenciado que os linfonodos drenantes intestinais são 

imunologicamente distintos75, suportando diferentes respostas imunológicas contra 

antígenos luminais específicos dependendo do segmento intestinal que o linfonodo drena76. 

Isso porque a sinalização dos genes de células dendríticas e estromais e a polarização das 

células T contra o mesmo antígeno luminal diferem funcionalmente entre os linfonodos 

intestinais drenantes. Os linfonodos intestinais proximais que drenam o duodeno e o jejuno, 

onde as proteínas alimentares são absorvidas e processadas, favorecem a indução da 

tolerância por alojarem um maior número de DCs CD103+ CD11b+ convencionais 

tolerogênicas e induzirem células Tregs CD4+ Foxp3+ por meio da administração oral de 

antígeno. Por outro lado, os linfonodos distais que drenam o íleo e o cólon, onde a maior 

parte da microbiota intestinal está localizada, favorecem respostas inflamatórias pois 

hospedam mais DCs pró-inflamatórias e linfócitos Th17 após o estímulo com o antígeno76. 

Essa divisão linfática favorece as atividades funcionais intestinais e previne conflitos 

imunológicos locais, fazendo com que o intestino responda contra infecção do cólon, 

concomitantemente garante a tolerância aos antígenos digeridos. 

 Os mecanismos de tolerância oral imunológica que produzem hiporresponsividade 

sistêmica após administração oral de antígeno dependem do antígeno, da dose e da 

configuração experimental utilizada. Esses mecanismos podem ser restritos ao 

compartimento dos linfócitos T CD4+, isso porque a depleção dessas células anula o efeito da 

falta de resposta imune77 e, além disso, a transferência adotiva dessas células para um 

animal naive transfere também a tolerância78. Outro ponto é que a tolerância das células B 

não é completa, uma vez que ocorre um bloqueio na produção de anticorpos resultante da 



28 

 

ausência do auxílio das células T helper para as células B79. 

 O mecanismo primário associado a hiporresponsividade é a inativação direta de 

linfócitos (anergia ou deleção clonal), ou a modulação através das células T reguladoras 

(supressão ativa). A supressão ativa é mediada pela indução de Tregs no tecido linfoide 

intestinal, nas placas de Peyer. O processo inicia-se pela captura do antígeno na lâmina 

própria por DCs que expressam CD103+ e migram para os LMs onde induzem a diferenciação 

de células T virgens para Tregs80, que então se expandem e migram para o sistema 

imunológico sistêmico. Doses baixas do antígeno favorecem a supressão ativa, fazendo com 

que as Tregs sejam capazes de suprimir ou prevenir a resposta de linfócitos autoagressivos 

pela produção de citocinas supressoras tais como o fator de crescimento de transformação β 

(TGF-β), IL-4 e IL-10, resultantes do estímulo antigênico81. Além disso, o sistema imune do 

GALT também favorece a indução de células Th2. O TGF-β é uma potente citocina 

imunossupressora e antiinflamatória, e importante mediador do componente ativo da 

tolerância oral, produzida tanto pelas células T CD4+ quanto CD8+. A geração da supressão 

ativa parece estar associada à diminuição da resposta de hipersensibilidade tardia (DTH) que 

ocorre após a ingestão do antígeno tolerogênico, sabe-se que o DTH é uma resposta de 

células Th1 inibida por células Th2 que produzem IL-482. Por outro lado, doses mais altas do 

antígeno ingerido resulta em anergia ou deleção clonal.  A anergia clonal corresponde a um 

estado de falta de resposta dos linfócitos ao antígeno, caracterizado pela ausência de 

proliferação celular e da secreção de IL-283. Este mecanismo está relacionado com a 

interação entre o TCR-antígeno-MHC, que na ausência de moléculas coestimulatórias nas 

APCs (B7-1 ou B7-2), os linfócitos autoagressivos se tornam não responsivos ao antígeno. 

Células epiteliais intestinais, em seu estado normal, não expressam as moléculas 

coestimulatórias B7-1 e B7-2, ou ICAM-1, responsáveis por sinais secundários ao longo do 

processo de ativação da célula T84.  Já a deleção se refere a apoptose de clones de células T 

autoagressivas. Todos esses mecanismos envolvidos na hiporresponsividade da tolerância 

oral, podem ocorrer simultaneamente e se sobrepor por possuírem algumas características 

similares, tais como a produção de citocinas e a função reguladora das células T anérgicas 

assim como das Tregs85.  

 Portanto, a tolerância induzida pela administração por via oral de antígenos pode ser 

mediada pelos mecanismos de supressão e anergia, dependendo da dose do antígeno, 
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secreção de citocinas e o nível de tolerância periférica35. A indução de supressão ativa ocorre 

inicialmente no GALT, enquanto a anergia ocorre tanto sistêmica ou localmente34. Sendo 

assim, supõe-se que o principal mecanismo pelo qual os antígenos administrados oralmente 

induzem tolerância se baseia na interação de antígenos protéicos com o tecido linfóide 

associado ao trato gastrointestinal, e a geração subsequente de células T regulatórias ou 

supressoras. 

 

4.3 Modelos experimentais de tolerância imunológica 

 A indução da tolerância pela administração via oral de antígeno ou imunoterapia oral é 

considerada como um tratamento alternativo para algumas doenças autoimunes, testadas 

em doenças como artrite reumatóide, diabetes do tipo 1 e esclerose múltipla86. O uso da via 

oral para modular essas condições inflamatórias tem se mostrado eficaz na indução de 

mecanismos imunorreguladores específicos e inespecíficos62. Essa abordagem possui um 

diferencial vantajoso para o tratamento, uma vez que não causa imunossupressão. Além 

disso, não possui toxicidade, é de fácil administração e tem direcionamento a um antígeno 

especifico. Em modelos de doenças autoimunes experimentais, foi possível a redução de 

anticorpos e imunidade mediada por células com terapia de tolerância oral85. 

 A utilização de modelos experimentais, como camundongos transgênicos, é uma 

ferramenta essencial para estudos que envolvem o entendimento dos mecanismos da 

autoimunidade e da tolerância imunológica. Isso porque esses modelos fornecem antígenos 

específicos para determinados tecidos, e células T bem definidas com TCR que reconhecem 

esses antígenos. Além disso, o uso de camundongos transgênicos, nos quais o autoantígeno 

é conhecido facilita a análise para intervenções terapêuticas especificas para o antígeno87. 

Um dos modelos experimentais utilizados para estudos de tolerância periférica é o 

camundongo promotor de insulina de rato que expressa um modelo de autoantígeno, a 

ovalbumina (OVA), ligada à membrana das células β pancreáticas, nos túbulos proximais do 

rim e no timo (RIP-mOVA)88. Diferentemente dos camundongos diabéticos não obesos 

(NOD), os RIP-mOVA não desenvolvem diabetes autoimune espontaneamente. Para a 

indução da doença nos animais RIP-mOVA, um método comum envolve a transferência ou 

cruzamento com animais que possuem células que carregam TCRs específicos para o 

autoantígeno expresso nas células β pancreáticas dos animais RIP-mOVA. A transferência 
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dessas células liga a célula T ao antígeno OVA, levando a uma resposta proliferativa 

dependente de OVA, podendo acarretar ao desenvolvimento de diabetes autoimune nesses 

animais89. 

 A insulina é um autoantígeno central na patogênese da diabetes autoimune, e a 

expressão de insulina nas células epiteliais tímicas sob o controle do Regulador Autoimune 

(Aire) é considerada um componente crucial para manter a tolerância à insulina. Isso porque 

foi visto que modelos deficientes em Aire escapam da seleção negativa tímica, uma vez que 

as células T específicas de insulina de alta afinidade são deletadas de maneira dependente 

de Aire dentro do timo90. 

 Estudos demonstraram a eficácia da insulina oral em atrasar e, em alguns casos, 

prevenir o diabetes no modelo de camundongo NOD91, além de validarem a eficácia da 

administração oral de antígeno como tratamento alternativo de algumas doenças 

autoimunes experimentais86,92. Por outro lado, foi visto a indução de uma resposta de 

linfócitos T citotóxicos (CTL) pela administração oral de alta dose de autoantígeno em 

camundongos RIP-mOVA, que levou ao início de doença autoimune93,94. O estudo mostrou 

que a administração oral de autoantígeno (OVA), que levou a esses animais se tornarem 

diabéticos, induziu uma resposta CTL-específica mais efetiva quando uma única dose alta foi 

utilizada. Além disso, foi concluído que tratar oralmente com autoantígeno pode provocar 

mais do que prevenir doenças. Isto não quer dizer que sempre irá induzir uma resposta 

citotóxica, mas indica a possibilidade que o tratamento oral pode induzir dano autoimune93.  

 Apesar da indução da tolerância oral ser um método atrativo e utilizado como 

tratamento alternativo de algumas doenças autoimunes experimentais, é necessária uma 

maior compreensão nos mecanismos envolvidos nesse método e, também, na forma de 

administração do antígeno. Visto que esse tratamento alternativo pode causar 

autoimunidade. Nosso grupo de pesquisa tem como foco geral estudos relacionados aos 

eventos iniciais da resposta autoimune mediada por linfócitos T CD4+. Diante do exposto, o 

objetivo principal deste estudo é avaliar celularmente a transformação das células T CD4+ 

em células autoagressivas, tanto da mucosa intestinal quanto dos linfonodos mesentéricos 

do modelo experimento RIP-mOVA, resultando na possível ativação de um perfil 

autoagressivo ao administrar continuamente autoantígeno pela via oral. Há pouco sustento 

na literatura que envolva a constância do estímulo antigênico oral, o enfoque do nosso 
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trabalho gira em torno do termo imunológico da continuidade. Nossa hipótese visa a quebra 

da tolerância e a geração de uma resposta autoagressiva pela contínua presença do 

autoantígeno. 

  

 

JUSTIFICATIVA 

 

 As doenças autoimunes acometem cerca de 5% a 10% da população mundial 

atualmente, sendo parte das doenças crônicas não transmissíveis mais comuns. Os estudos 

já realizados ainda não são suficientes para saber claramente a origem dessas doenças, o 

que se sabe é que fatores genéticos, ambientais ou a combinação destes estão diretamente 

relacionados. 

 Doenças autoimunes crônicas como esclerose múltipla, diabetes mellitus do tipo I, 

artrite reumatoide entre várias outras ainda não possuem cura, para controlar os sintomas 

são necessárias algumas estratégias terapêuticas, principalmente a imunossupressão e 

modulares da resposta imunológica. Uma estratégia alternativa é a indução de tolerância 

oral. Essa abordagem induz um estado não-responsivo por meio da supressão celular e/ou 

humoral do sistema imune à um antígeno específico pela exposição prévia do mesmo 

antígeno.  Dentre as vias de administração do antígeno para indução da tolerância 

imunológica, a via oral é muito comum para tal abordagem. No entanto, estudos mostraram 

que a administração de autoantígeno pela via oral poderia levar a uma resposta 

autoagressiva. Sendo assim, o presente trabalho se faz significativo para averiguar se essa 

resposta é resultado da quebra de tolerância pela administração oral contínua de 

autoantígeno. Os achados da pesquisa podem auxiliar para uma melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos na indução da tolerância imunológica oral, abrindo portas para 

estudos que envolvam alvos terapêuticos para o tratamento de doenças autoimunes, como 

a diabetes mellitus do tipo I. 
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OBJETIVOS 

 

1. Objetivo geral 

Estudar e avaliar, a nível celular, a transformação das células TCD4+ em células 

autoagressivas, pela possível quebra da tolerância ao administrar continuamente 

autoantígeno pela via oral 

 

2. Objetivos específicos 

• Estabelecer a linhagem RIP-mOVA; 

• Induzir e avaliar a progressão da diabetes autoimune em animais RIP-mOVA através 

do tratamento oral do autoantígeno Ovalbumina por um período contínuo; 

• Analisar o perfil e a atividade regulatória de células TCD4+Foxp3+ na mucosa 

intestinal, linfonodos drenantes e no pâncreas durante a evolução clínica da diabetes 

autoimune em animais RIP-mOVA. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Animais 

1.1 Instalação e manutenção 

Camundongos fêmeas e machos da linhagem RIP-mOVA e C57BL/6 (B6), com 6-8 

semanas de idade, foram obtidos do Laboratório Jackson (Bar Harbor, Maine, EUA), 

estabelecidos como colônia no Centro de Reprodução da Universidade de Campinas e foram 

alojados e mantidos em condições livres de patógenos no Biotério de Instalação e 

Manutenção do departamento de Genética, Evolução, Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biologia da mesma universidade. Os animais tiveram acesso ad libitum a água e 

ração específica para roedores (NUVITAL). Foram mantidos a uma temperatura entre 21° e 

25°C a um ciclo de 12 horas com luz e 12 horas no escuro. Todos os procedimentos foram 

feitos de acordo com as diretrizes propostas pelo Conselho Brasileiro de Cuidados com 

Animais e aprovadas pelo Comitê Universitário de Ética em Experimentação Animal (CEUA 

5606-1/2020). 

 

1.2 Genotipagem 

Os animais RIP-mOVA descendentes da matriz foram genotipados após 4 semanas de 

vida, a fim de manter aqueles com o gene de interesse. As técnicas utilizadas para 

genotipagem seguiram protocolos padronizados em nosso laboratório, tais como extração 

de DNA via proteinase K, por meio da coleta de um pequeno pedaço da ponta da cauda dos 

animais; Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional utilizando primers específicos 

para a linhagem (Tabela 1); e, por fim, eletroforese em gel de agarose 1,5%. 

 

Tabela 1: Primers específicos para a linhagem RIP-mOVA destinados para a reação de PCR 

dos animais. 

Primer Sequência  
Temperatura de 

anelamento 

OVA (direto) CAA GCA CAT CGC AAC CA 61°C 

OVA (reverso) GCA ATT GCC TTG TCA GCA T 61°C 

Controle positivo CGA GCT CGA GCC TGC CTA TCT TTC 61°C 
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interno (direto)  AGG TC 

Controle positivo 
interno (reverso) 

CGG GAT CCT AGT TGC AGT AGT TCT 
CCA G 

61°C 

 
 

2. Modelo experimental de diabetes mellitus do tipo I 

2.1 Gavagem 

Os camundongos da linhagem RIP-mOVA foram imunizados em dose única por via 

subcutânea com 50 μL de Ovalbumina (OVA) 5mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA – 

Cat n° A2512) em emulsão com adjuvante completo de Freund (CFA) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA – Cat n° F5881) suplementado com 4mg/ml de Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra inativada por aquecimento (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, USA – Cat n° 

DF3114-33-8). Após 10 dias, alguns desses animais foram submetidos à administração oral 

pelo método de gavagem com 50 μL de Ovalbumina 60mg/0,5mL. Este método é feito pela 

administração de substâncias por via intragástrica em roedores, por meio de uma cânula 

rígida de aço inoxidável com extremidade arredondada. A substância é introduzida pela boca 

do animal, passando pelo esôfago e chegando ao estômago, onde é depositada. O restante 

dos animais imunizados via subcutânea com OVA, foram submetidos à administração oral de 

PBS 1x via gavagem, concomitante com o grupo que recebeu OVA oral. E por fim, outro 

grupo de animais RIP-mOVA foi submetido somente à administração oral via gavagem com 

50 μL de Ovalbumina 60mg/0,5mL. 

 

2.2 Monitoramento da glicemia 

Foi medida a glicose dos animais em jejum de 3 horas com um glicosímetro padrão em 

dias alternados, desde o primeiro dia da administração oral por gavagem ou por ingestão 

voluntária. A coleta de sangue foi feita por meio de um pequeno corte da ponta da cauda do 

camundongo. Uma pequena gota de sangue da cauda foi colocada em uma tira e inserida no 

glicosímetro, na qual foi obtida a quantidade de glicose. Foi levado em consideração o 

diagnóstico de diabetes em camundongos com glicose no sangue acima de 250mg/dL95,96 em 

pelo menos duas medições subsequentes. 
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2.3 Ingestão voluntária 

2.3.1 Tratamento com OVA por 3 semanas 

Os camundongos RIP-mOVA com 9 semanas de vida foram divididos em três grupos, 

sendo um imunizado por via subcutânea com 100 μL de OVA 5mg/mL em emulsão com 

adjuvante completo de Freund (CFA) suplementado com 4mg/mL de Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra inativada por aquecimento. Após 7 dias, os animais deste grupo foram 

submetidos a outra dose de 100 μL de OVA 5mg/mL em emulsão com adjuvante incompleto 

de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA – Cat n° F5506), para completar a 

imunização. Concomitante com o dia do grupo que recebeu a primeira dose de imunização, 

outro grupo foi montado para receber o tratamento oral de OVA 4mg/mL diluída na água 

dos bebedouros mantidas nas gaiolas, como única fonte de líquido para os animais, método 

denominado ingestão voluntária. Normalmente cada camundongo ingere cerca de 5 mL de 

água por dia, portanto, cada animal recebeu cerca de 20 mg de OVA em um período de 24 

horas81, recebendo o antígeno gradualmente ao nível do intestino. Por fim, como grupo 

controle, os animais não receberam imunização e nem tratamento oral com OVA. O 

tratamento oral teve duração de 3 semanas. 

 

2.3.2 Tratamento com OVA por 5 e 10 semanas 

Os animais das linhagens C57Bl/6 e RIP-mOVA foram divididos em grupos por 

linhagem, e dentro de cada foram divididos em subgrupos por condição de tratamento. Um 

subgrupo foi imunizado por via subcutânea com 100μL de OVA 5mg/mL em emulsão com 

CFA suplementado com 4mg/mL de Mycobacterium tuberculosis. Após 7 dias, os animais 

foram submetidos a outra dose de 100μL de OVA 5mg/mL em emulsão com IFA, para 

completar a imunização. Simultaneamente com o dia do subgrupo que recebeu a primeira 

dose de OVA, outro subgrupo foi submetido ao tratamento oral com OVA 4mg/mL por meio 

do método de ingestão voluntária. Por fim, o subgrupo controle foi imunizado somente com 

CFA suplementado com 4mg/mL de Mycobacterium tuberculosis. A fim de testar o 

tratamento oral com OVA em períodos mais longos, os grupos experimentais ficaram em 

tratamento oral por 5 e 10 semanas. 

 



36 

 

3. Obtenção de células 

Após a eutanásia dos animais por meio da sobredose do anestésico inalatório 

Isoflurano, foram retirados e utilizados os linfonodos mesentéricos e baço de todos os 

grupos de animais. Esses órgãos foram extraídos assepticamente e macerados em PBS 1x 

com auxílio de um êmbolo em um cell strainer de 40 e 100 μg. A suspensão celular foi 

centrifugada a 1200 rpm por 8 minutos a 4oC. Excepcionalmente o baço foi tratado com 

tampão de lise de hemácias (ACK), lavado com PBS 1x e centrifugado a 1200 rpm por 8 

minutos a 4oC. Ao fim da centrifugação, as células de cada órgão estavam prontas para o 

experimento. 

 

4. Análises das células por citometria de fluxo 

As suspensões celulares foram marcadas com um painel de anticorpos monoclonais 

anti-mouse CD3, CD4, CD8, CD25, Foxp3, CTLA-4, T-bet e RorγT (BD-Biosciences) diluídos em 

PBS 1x na proporção de 1:200 para cada órgão de cada animal, tendo um painel específico 

desses anticorpos para cada período de tratamento dos grupos experimentais (Tabela 2). Os 

marcadores intracelulares foram marcados overnight, e logo após, as células foram 

adquiridas pelo citômetro de fluxo FACS Symphony A5 (BD Biosciences). Os dados celulares 

obtidos pela citometria foram analisados pelo software FlowJo v10.8 (BD Life Sciences) e 

GraphPad Prism 8.0.1 (Dotmatics, Boston, Massachusetts, USA). 

 

Tabela 2: Painéis de anticorpos utilizados para marcar as células dos órgãos dos animais 

segundo o período de tratamento de OVA oral. 

Período de tratamento OVA 
Oral IV 

Painel de anticorpos 

3 semanas CD4, CD8, CD25, Foxp3 

5 semanas 
CD3, CD4, CD25, CD8, Foxp3, 

CTLA-4, T-bet 

10 semanas 
CD3, CD4, CD25, CD8, Foxp3, 

CTLA-4, T-bet, RorγT 

 

 



37 

 

5. Preparação e avaliação histológica do pâncreas 

Foram selecionados 3 animais RIP-mOVA e 3 C57Bl/6 referentes ao grupo de OVA 

oral por 10 semanas, e 2 de cada linhagem do grupo controle (sem tratamento), foram 

coletados os pâncreas, e armazenados em formalina tamponada a 10%. Posteriormente, as 

amostras passaram por processo de desidratação em soluções com concentrações 

crescentes de álcoois, foram diafanizadas em xilol e incluídas em blocos de paraplast. Foram 

feitos cortes histológicos de 5 µm de espessura e montados em lâminas. Após, foi feita a 

coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) nas lâminas para avaliação de presença ou ausência 

de infiltrado inflamatório nas células β pancreáticas. Para as reações de imunohistoquímica, 

as lâminas de cada animal foram mantidas em estufa a 60oC durante 12h para 

desparafinização. Logo após, as lâminas foram submetidas ao processamento de hidratação 

por imersão em xilol, soluções decrescentes de concentração de álcoois e água destilada. A 

recuperação antigênica foi feita através de aquecimento dos cortes em tampão citrato pH 

6,0 por 10 minutos em aparelho microondas. Em seguida, foi utilizada a caneta hidrofóbica 

para isolar os cortes a fim de realizar o bloqueio da peroxidase endógena por 30 minutos. 

Após a lavagem, foi utilizado solução de blocking buffer para bloqueio das ligações 

inespecíficas e, em seguida, foi adicionado anticorpo primário Insulin, rabbit policlonal (Bio 

SB) e foi incubado overnight. Após lavagem, foi adicionado anticorpo secundário anti-rabbit. 

A reação foi revelada com DAB (DAKO) e contracorada com hematoxilina e, logo após, os 

cortes passaram pelo processo de desidratação em soluções com concentrações crescente 

de álcoois para finalização das lâminas.  

Todas as lâminas contendo os cortes, tanto as de HE quanto as de imunohistoquímica, 

foram analisadas em microscópio óptico (Leica, modelo DM2500) Upright de Campo Claro 

para imagens em RGB acoplado à câmera fotográfica, por meio do software Prime 9.8 (Prime 

Life Science Corp.). O microscópio óptico fica localizado no Instituto Nacional de Ciência e 

Tecnologia de Fotônica Aplicada à Biologia Celular (INFABIC) na Universidade Estadual de 

Campinas. 

 Para análise morfométrica, foram selecionadas e fotografadas de quatro a cinco 

ilhotas aleatórias por secção para posterior dimensionamento total da ilhota e 

imunomarcado para insulina. Para as análises das áreas foi utilizado o software Image J 

1.54g (National Institutes of Health, USA). Para análise da circularidade das ilhotas foi 
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aplicada a seguinte fórmula: C=4𝜋A/P2, onde C é a circularidade, A é a área média da ilhota e 

P é o perímetro da ilhota. A circularidade é uma medida de redondeza de um objeto, um 

círculo perfeito tem C=197. A partir dessas análises, foram feitos os cálculos para obtenção 

da porcentagem da área de insulina (fração da área imunomarcada com insulina pela área 

total da ilhota) e os resultados foram plotados em gráficos do software GraphPad Prism 

8.0.1 (Dotmatics, Boston, Massachusetts, USA). 

 

6. Análise estatística 

Para análise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 8.0.1 (Dotmatics, 

Boston, Massachusetts, USA). Inicialmente foi testada a distribuição normal dos dados. Para 

comparação entre os grupos experimentais e comparação das diferenças de cada grupo nos 

tempos 3, 5 e 10 semanas foi utilizado o teste Two-Way ANOVA, com pós-teste de 

comparações múltiplas Tukey e Sidak. O nível de significância estatística adotado foi de P < 

0,05. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Manutenção e genotipagem dos animais RIP-mOVA 

Para o desenvolvimento desta pesquisa experimental, os camundongos da linhagem 

RIP-mOVA (RIP) foram genotipados para confirmação da expressão do transgene que 

caracteriza a linhagem (proteína OVA na membrana de células β pancreáticas sob a 

influência do promotor da insulina de rato), utilizando técnicas já descritas anteriormente. 

Foi considerado positivo (+) ou negativo (-) para RIP-mOVA tendo como base o controle 

positivo interno localizado em 320pb no gel de agarose 1,5% (Figura 1A-B). Os animais 

positivos para a linhagem foram utilizados para realização dos experimentos e cruzamentos. 

 

Figura 1: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose 1,5% com bandas que 

representam (A) animais negativos, ou seja, expressam somente a banda do controle 

positivo interno (320pb) e (B) animais positivos para linhagem RIP-mOVA, que expressam a 

banda do controle positivo interno e do gene da OVA (475pb). 

 

2. Administração oral de OVA via gavagem e monitoramento da glicemia 

O método para administrar a proteína OVA pela via oral nos animais RIP-mOVA, a 

priori, foi por meio da gavagem, método baseado na ingestão involuntária. Esses animais 

foram divididos em três grupos segundo o tipo de administração da OVA (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Animais RIP-mOVA divididos em três grupos de acordo com o tipo de 

procedimento experimental (imunização via subcutânea e/ou via gavagem). 

A 
 

B 
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1 
Imuniz. via subcutânea 

OVA 
PBS 1x oral via gavagem 

2 
Imuniz. via subcutânea 

OVA 
OVA Oral via gavagem 

3 Não imunizado OVA Oral via gavagem 

 

Foi medida e monitorada a glicose sanguínea dos três grupos experimentais 3 vezes 

por semana a partir do dia que foi feita a administração oral de OVA e PBS via gavagem (dia 

10), visando o surgimento de diabetes autoimune nos animais. Durante aproximadamente 9 

semanas nenhum dos grupos adoeceu, visto que os valores de glicemia não chegaram a 

250mg/dL95,96 (Fig. 2). 
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Figura 2: Desenvolvimento da glicemia dos grupos experimentais ao longo de 9 semanas 

representado pelo (A) gráfico de pontos, onde cada cor representa um grupo, e pela (B) 

tabela com dados baseados na análise estatística de área sob a curva definida pelo gráfico A. 

A tabela mostra o valor da área sob a curva, com seu respectivo desvio padrão e intervalo de 

confiança (CI) de 95% de cada grupo experimental. (n=4). Ao lado há um gráfico de barras 

representativo da área sob a curva definido pela tabela. 

 

Apesar dos grupos não atingirem ao escore clínico indicativo da doença, houve uma 

tendência a hiperglicemia em dois dos grupos experimentais. O grupo que foi tratado 

somente com OVA oral via gavagem mostrou valores glicêmicos altos (entre 127 mg/dL a 

165 mg/dL) em comparação aos outros dois grupos. Enquanto o grupo imunizado por via 

subcutânea com OVA e tratado oralmente com PBS 1x via gavagem obteve glicemia maior 

(entre 118 mg/dL a 177 mg/dL) em comparação aos outros dois grupos.  Já o grupo 

imunizado com OVA e tratado oralmente com OVA via gavagem mostrou uma tendência a 

glicemia mais baixa (entre 116 mg/dL a 140 mg/dL), quando comparado aos outros dois 

grupos. Ou seja, os grupos que foram estimulados somente com uma única dose da OVA, de 

forma injetada ou oral, apresentaram nível glicêmico mais alto. O grupo que recebeu duas 

doses de OVA de forma injetada e oral apresentou a glicemia mais baixa e, além disso, os 

valores glicêmicos mantiveram-se mais estáveis em comparação aos outros dois grupos. Essa 

diferença entre os grupos foi avaliada estatisticamente pela área sob a curva (Fig. 2B) 

derivada do gráfico da glicemia dos grupos (Fig. 2A), onde o grupo que recebeu duas doses 

de OVA (Imunizado + OVA oral) resultou em um valor inferior da área sob a curva, assim 

como também o seu intervalo de confiança não chegou a um valor próximo do intervalo dos 

outros dois grupos. Em contrapartida, os grupos que receberam apenas uma dose de OVA 

(Imunizado + PBS oral e não imunizados + OVA oral), independente da via, resultaram em 

valores maiores da área sob a curva em relação ao grupo que recebeu duas doses de OVA. 

Ademais, os valores de intervalo de confiança dos dois grupos ficaram mais próximos entre 

si (Fig. 2B). 

Nossos dados sugerem que a imunização injetável de OVA seguida da administração 

oral de OVA nos animais RIP-mOVA apresenta uma tendência de glicemia baixa e mais 

estável, em relação aos grupos que só receberam uma dose de OVA. Essas observações 
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podem indicar a uma tendência a tolerância do autoantígeno OVA nos animais RIP-mOVA, 

assim como descrito na literatura98. Apesar da proteína OVA ser um autoantígeno para o 

animal RIP-mOVA, o estímulo do autoantígeno por meio de uma única via, independente da 

via de administração, pode ter levado a um estado menos tolerogênico, visando a glicemia 

mais alta e instável quando comparado aos outros que receberam duas doses. Apesar de 

não ter obtido resultados significativos, podemos indicar que a variação dos valores 

glicêmicos frente ao estímulo do autoantígeno depende da quantidade de doses do mesmo, 

independentemente da via de administração. 

Decidimos suspender a abordagem da gavagem para os experimentos posteriores 

para evitar a possibilidade de causar lesões no esôfago dos animais e angustia associada à 

contenção. Embora a comprovação de sua eficácia, se trata de um método invasivo que 

poderia causar inflamação e levar a um evento paralelo que mascarasse os resultados dos 

experimentos. Levando em consideração esses possíveis fatores, decidimos adotar o método 

de ingestão voluntária para administração oral da proteína OVA nos animais para os 

experimentos posteriores. 

 

3. Administração oral de OVA via ingestão voluntária e monitoramento da glicemia 

Visando o objetivo da pesquisa, os camundongos RIP-mOVA e C57Bl/6 (B6) foram 

submetidos à OVA oral por ingestão voluntária em três períodos diferentes não paralelos, 

que serão melhor abordados posteriormente. Como grupo controle, os animais não foram 

tratados com OVA, ingerindo apenas água. Um dos períodos testados foi de 10 semanas, na 

qual foi monitorada a glicose sanguínea de cada grupo experimental (Tabela 4) ao longo 

desse período, a partir do primeiro dia que se iniciou o tratamento oral de OVA ao longo 

desse período.  

 

Tabela 4: Grupos experimentais das linhagens RIP-mOVA e C57Bl/6 (controle), sendo um dos 

grupos de cada linhagem tratados com OVA oral durante 10 semanas. 

Linhagem Tratamento 

C57Bl/6 
Sem 

tratamento 
OVA Oral por 

ingestão voluntária 
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RIP-mOVA 
Sem 

tratamento 
OVA Oral por 

ingestão voluntária 

 

Por meio do monitoramento da glicemia, pudemos observar uma diferença nítida de 

valores glicêmicos entre as linhagens, os dois grupos de animais RIP-mOVA tiveram valores 

mais elevados em relação aos C57Bl/6 (Fig. 3A-B). Esses resultados sugerem que os animais 

RIP parecem ter a glicemia elevada naturalmente mesmo sem nenhum estímulo antigênico 

oral. Quanto a diferença entre grupos de cada linhagem, o grupo de animais RIP-mOVA que 

recebeu o tratamento de OVA oral contínua, teve a glicemia um pouco mais alta em relação 

ao seu grupo controle. É possível observar uma tendência dessa diferença pela análise 

estatística de área sob a curva derivada do gráfico da figura 3B. Enquanto o grupo que 

recebeu tratamento oral de OVA dos animais B6 tendeu a uma glicemia menor que o mesmo 

grupo dos animais RIP-mOVA (Fig. 3C).  
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Figura 3: Desenvolvimento da glicemia dos grupos experimentais ao longo de 10 semanas 

representado pelo (A) gráfico de pontos sobrepostos dos valores individuais de cada grupo, 

(B) gráfico de pontos sobrepostos da média dos valores de cada grupos, onde cada cor 

representa um grupo, e pela (C) tabela com dados baseados na análise estatística da área 
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sob a curva (AUC) definida pelo gráfico B. A tabela mostra o valor da área sob a curva, com 

seu respectivo desvio padrão e intervalo de confiança (CI) de 95% de cada grupo 

experimental (n=3). Ao lado há um gráfico de barras representativo da área sob a curva 

definido pela tabela. 

 

Nossos dados apontam que o estímulo contínuo da OVA pela via oral ao longo de 10 

semanas em animais que expressam OVA, tendem a ter um perfil glicêmico mais elevado. 

Outra observação interessante obtida por meio do monitoramento glicêmico foi que a 

glicemia dos animais RIP-mOVA de ambos os grupos apresentou um perfil mais instável em 

comparação aos grupos da linhagem C57Bl/6 (Fig. 3B). Essa instabilidade nos valores 

glicêmicos ao longo do período se mostrou mais evidente no grupo de animais RIP-mOVA 

que foram tratados com OVA oral, enquanto seu grupo controle manteve a variação mais 

parecida com os grupos da linhagem C57Bl/6, tendo um perfil glicêmico mais estável (Tabela 

5). Pode-se dizer que o estímulo contínuo do autoantígeno OVA para os animais RIP-mOVA 

resultou em uma tendência a glicemia alta e instável ao longo de 10 semanas, em relação ao 

grupo controle, chegando próximo ao valor referente da diabetes autoimune 

(250mg/dL95,96). 

 

Tabela 5: Variação da média da glicemia em mg/dL dos grupos experimentais de cada 

linhagem ao longo de 10 semanas, do valor mínimo ao valor máximo. 

 C57Bl/6 RIP-mOVA 

Controle 
129 a 

180mg/dL 
111 a 

227mg/dL 

OVA Oral 
123 a 

182mg/dL 
146 a 

213mg/dL 

 

Ao compararmos o gráfico da glicemia dos animais tratados com OVA oral por 

ingestão voluntária (Fig. 3) com o gráfico da glicemia dos animais tratados com OVA oral por 

gavagem (Fig. 2), podemos confirmar que uma dose de OVA não afeta significativamente os 

valores glicêmicos de animais RIP-mOVA. Isso porque o grupo que foi imunizado com OVA e 

o grupo que recebeu OVA oral por gavagem, além de apresentarem uma glicemia mais alta 
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quando comparados com o grupo que recebeu duas doses de OVA, também tiveram valores 

mais variáveis (Fig. 2A). Esse perfil glicêmico pode ser considerado normal nos animais RIP-

mOVA, visto que esses animais sem nenhum tipo de tratamento mantiveram esse perfil ao 

longo de 10 semanas (Fig. 3B). Desse modo, pode-se dizer que duas doses de OVA (via 

imunização subcutânea e via oral por gavagem) administradas aos animais RIP, fizeram com 

que a glicemia se mantivesse mais baixa e mais estável, diferentemente do estímulo de uma 

única dose ou do estímulo contínuo de OVA, onde os níveis glicêmicos se mostraram altos. 

 

4. Análise morfológica e imunohistológica do pâncreas 

Após 10 semanas de tratamento oral com OVA, os animais foram eutanasiados e os 

pâncreas foram retirados para experimentos histológicos. As secções histológicas dos 

pâncreas dos grupos de animais RIP-mOVA e C57Bl/6 foram corados com HE a fim de 

localizar as ilhotas pancreáticas (ilhotas de Langerhans) e verificar as suas características 

morfológicas (Fig. 4). 
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Figura 4: Secções histológicas coradas com HE do tecido pancreático representando ilhotas 

pancreáticas (setas) dos animais da linhagem (A-B) C57Bl/6 e (C-D) RIP-mOVA dos grupos (A-

C) controle e (B-D) tratados com OVA pela via oral por 10 semanas. (E) Área média e (F) 

circularidade média das ilhotas de cada grupo/linhagem (n=4-5). Na circularidade, quanto 

mais perto do valor 1, mais próximo a um círculo perfeito. A cor azul representa o grupo 

controle e a cor vermelha representa o grupo tratado com OVA oral por 10 semanas. 

Ampliação x200, barra de escala = 50µm. 
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 As ilhotas pancreáticas dos animais da linhagem C57Bl/6 mostraram-se menores em 

área (Fig. 4E) e apresentaram citoarquitetura mais preservada (redondas), principalmente o 

grupo controle (Fig. 4A). Enquanto que algumas ilhotas dos animais RIP-mOVA do grupo 

controle apresentaram uma aparente área maior em relação aos animais B6, e outras 

menores, sem seguir um padrão. A citoarquitetura das ilhotas pancreáticas dos animais RIP 

controle mostrou-se variável, preservando o formato padrão na maioria das ilhotas. Por fim, 

as ilhotas pancreáticas dos animais RIP tratados com OVA oral não apresentaram diferenças 

significativas no tamanho da área em relação ao grupo RIP-mOVA controle (Fig. 4E). No 

entanto, houve uma maior densidade de ilhotas de tamanhos grandes em relação a 

pequenas por secção entre os animais RIP-mOVA tratados com OVA oral comparados ao 

grupo controle. Além disso, a citoarquitetura da maioria das ilhotas do grupo de animais RIP 

que recebeu OVA oral apresentou uma tendência fora do padrão morfológico, com formato 

não redondo, em comparação ao grupo controle da mesma linhagem (Fig. 4F). 

 Para identificar a função ativa das células β pancreáticas nas ilhotas dos grupos 

experimentais, foi realizado o método de imunohistoquímica. A coloração marrom 

caracteriza a expressão de insulina nas ilhotas dos animais (Fig. 5). 
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Figura 5: Secções histológicas marcadas com anti-insulina do tecido pancreático 

representando ilhotas pancreáticas (setas) dos animais da linhagem (A-B) C57Bl/6 e (C-D) 

RIP-mOVA dos grupos (A-C) controle e (B-D) tratados com OVA pela via oral por 10 semanas. 

(E) Área fracional de insulina (expressão de insulina) das ilhotas de cada grupo/linhagem. A 

cor azul representa o grupo controle e a cor vermelha representa o grupo tratado com OVA 

oral por 10 semanas. Ampliação x200, barra de escala = 50µm. 
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 Na figura 5 pode-se observar uma forte marcação representando a alta expressão de 

insulina nas ilhotas pancreáticas de todos os grupos/linhagens. Embora não houver 

diferença significativa na expressão de insulina entre os grupos (Fig. 5E), algumas das ilhotas 

dos animais RIP-mOVA que recebeu OVA oral apresentaram uma menor expressão de 

insulina aparente, especialmente aquelas que eram menores em tamanho (Fig. 6). 

 

Figura 6: Secções histológicas das ilhotas pancreáticas dos animais RIP-mOVA tratados com 

OVA oral por 10 semanas, marcadas com (A) HE e (B) anti-insulina. Ampliação x400, barra de 

escala = 50µm. 

 

 Sabe-se que durante a progressão clínica da DM1, uma das características 

histológicas do pâncreas é a redução do tamanho das ilhotas assim como a redução de 

volume e densidade, refletindo uma deficiência na secreção de insulina pela destruição de 

células β99. A área de algumas ilhotas nos animais RIP-mOVA controle apresentaram-se 

grandes, em relação ao grupo controle dos animais C57Bl/6, sugerindo que esse tamanho 

pode ser considerado característico da linhagem em condições normais. Pode-se relacionar 

a área grande com a idade dos animais RIP, e não com algum fator fisiológico, visto que com 

o passar do tempo as ilhotas desses animais se expandem100. Apesar de não houver 

diferença significativa na área das ilhotas dos animais RIP-mOVA que receberam OVA oral 

por 10 semanas, houve uma aparente alteração na citoarquitetura na maioria das ilhotas, 

em comparação ao grupo controle. Além disso, na maioria das ilhotas a insulina mostrou-se 

fortemente marcada, indicando a atividade regular das células β pancreáticas. No entanto, 

algumas ilhotas dos animais RIP tratados com OVA oral, principalmente as menores, 

apresentaram menor área fracional de insulina. Baseado no tópico anterior, esse grupo de 
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animais não chegou a desenvolver doença, mas obtiveram valores glicêmicos elevados. 

Assim como não houve redução das ilhotas pancreáticas nesse grupo, porém houve uma 

tendência a alteração no formato e na expressão de insulina.  

 

5. Análise celular dos linfócitos T CD4+ 

Em um primeiro momento foi realizado o tratamento de OVA oral por ingestão 

voluntária somente com os animais RIP-mOVA durante o período de 3 semanas. Estes foram 

divididos em três grupos seguindo a condição de tratamento recebida. A partir do 

tratamento de OVA oral por 5 semanas, foram adicionados animais da linhagem C57BL/6J a 

fim de obter resultados celulares e clínicos comparativos entre a linhagem-alvo (RIP-mOVA) 

com a linhagem background (C57BL/6J).  Os grupos experimentais criados para cada período 

de tratamento mantiveram-se similares, com pequenas modificações entre eles (Tabela 6). 

Cada período de tratamento foi determinado baseado nos resultados do experimento 

anterior, visando a indução da quebra da tolerância pelo tempo do estímulo antigênico 

contínuo. 

 

Tabela 6: Grupos experimentais divididos de acordo com o tipo de procedimento utilizado 

durante o tratamento de OVA oral de 3, 5 e 10 semanas. O tratamento por 3 semanas 

envolveu somente os animais RIP-mOVA. 

3 semanas (RIP-
mOVA) 

5 semanas (RIP-mOVA 
e C57BL/6J) 

10 semanas (RIP-
mOVA e C57BL/6J) 

OVA Oral por ingestão 
voluntária 

OVA Oral por ingestão 
voluntária 

OVA Oral por ingestão 
voluntária 

Imuniz. via subcutânea 
OVA (2 doses) 

Imuniz. via subcutânea 
OVA (2 doses) 

Imuniz. via subcutânea 
OVA (2 doses) 

Controle 
Imuniz. via subcutânea 

Adjuvante 
Imuniz. via subcutânea 

Adjuvante 

 

A fim de observar e comparar o perfil celular da resposta regulatória do sistema 

imune ao estímulo contínuo da OVA oral em cada período e cada grupo, analisamos a 

expressão de células T CD4+ Foxp3+ (Tregs) no baço e nos linfonodos mesentéricos 

provenientes de animais RIP-mOVA e C57BL/6. Com esses dados foi possível verificar o 
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engajamento das células Tregs frente ao estímulo oral contínuo de OVA, como um 

autoantígeno e como um antígeno não próprio, administrada pela via oral de forma contínua 

por determinados períodos. A figura 7A-B representa os gráficos da porcentagem 

populacional de células T CD4+ Foxp3+ do baço e linfonodos mesentéricos dos grupos 

experimentais que receberam OVA oralmente durante o período de 3, 5 e 10 semanas 

(Tabela 6). 

 

 
 
 
 

A 
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Figura 7: Gráficos representativos de citometria de fluxo com gates de células T CD4+ 

Foxp3+ demonstrando o perfil da porcentagem dessas células no (A) baço e (B) linfonodos 

mesentéricos de camundongos após os períodos da administração contínua de OVA oral (da 

esquerda para direita: 3, 5 e 10 semanas). Obs.: O grupo controle referente ao período de 3 

semanas não foi imunizado e nem tratado com OVA oral, enquanto que o controle de 5 e 10 

semanas foi imunizado somente com adjuvante completo de Freund. 

 

Pudemos observar maior porcentagem de células T CD4+ Foxp3+, tanto em 

porcentagem quanto em intensidade, no baço dos animais do grupo que recebeu OVA oral 

por 3 semanas em comparação a todos os outros grupos, incluindo o dos períodos mais 

longos (Fig. 7A e 8A – 3 semanas). Sabe-se que os animais RIP-mOVA expressam OVA nas 

células β pancreáticas e são tolerantes a OVA exógena98. Devido a isso, há uma grande 

participação das células regulatórias em resposta ao estímulo oral do autoantígeno nesses 

animais para formar um ambiente tolerogênico. Nossos dados mostraram que esse 

engajamento de Tregs ocorre mesmo com o estímulo oral antigênico contínuo durante 3 

semanas. Além disso, o grupo que recebeu imunização de OVA via subcutânea mostrou uma 

menor expressão em porcentagem de Foxp3 pelas células T CD4+ em relação aos outros dois 

grupos do mesmo período (Fig. 7A e 8A – 3 semanas). 

B 
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Figura 8: Porcentagem e intensidade média de fluorescência (MFI) de células T CD4+ Foxp3+ 

representados em gráficos de coluna comparativos do (A) baço e dos (B) linfonodos 

mesentéricos dos grupos de animais RIP-mOVA divididos em cores. Os grupos são 

comparados entre os períodos que foram tratados com OVA oral. Obs.: O grupo controle 

referente ao período de 3 semanas não foi imunizado e nem tratado com OVA oral, 

enquanto que o controle de 5 e 10 semanas foi imunizado somente com adjuvante completo 
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de Freund. Os valores estão representados como média ± EPM (n=3-4). * P < 0,05, Controle 

vs OVA oral; # P < 0,05, OVA oral vs OVA oral 3 semanas. 

 

No baço dos animais da linhagem controle, tanto tratados por 5 ou 10 semanas com 

OVA oral, apresentaram uma expressão populacional de células T CD4+ Foxp3+ maior em 

relação aos animais RIP-mOVA (Fig. 7A). Ao acompanhar o fenótipo das células T regulatórias 

periféricas dos animais que foram estimulados oralmente com OVA ao longo dos períodos, 

foi possível observar a decrescente porcentagem dessas células, especialmente nos animais 

que expressam OVA. Outra observação foi em relação ao grupo que recebeu imunização 

com OVA, a porcentagem de células T CD4+ Foxp3+ no baço dos animais RIP-mOVA não 

revelou uma linearidade crescente nem decrescente ao longo dos períodos. 

 Nos linfonodos mesentéricos dos animais, a porcentagem de células T CD4+ Foxp3+ 

entre os grupos e linhagens se mostrou diferente do baço. No grupo tratado com OVA oral 

dos animais RIP-mOVA, houve uma diminuição de Tregs no período de 3 para 5 semanas, no 

entanto no período de 10 semanas houve um aumento dessas células (Fig. 7B) em relação 

aos períodos anteriores. No entanto, se observarmos o perfil de intensidade média de 

fluorescência (MFI) do marcador de Tregs, há uma diminuição da expressão dessas células 

ao longo dos períodos (Fig. 8B). Ao analisar todos os grupos de ambas linhagens do período 

de 10 semanas em comparação aos outros dois períodos, a porcentagem de Tregs aumentou 

expressivamente (Fig. 7B e 8B). Apesar desse aumento, os animais RIP-mOVA do grupo que 

recebeu OVA oral foram os que tiveram uma menor expressão de Foxp3, tanto em 

porcentagem de população quanto de MFI, em relação ao grupo controle e o grupo 

imunizado com OVA do período de 10 semanas (Fig. 8B). 

 Sabe-se que o perfil de células T regulatórias que ativam outras células e citocinas 

para induzir um ambiente tolerogênico a um determinado antígeno depende de diversos 

fatores, tais como a via de indução, o tipo de estímulo antigênico, quantidade do estímulo, 

origem, entre outros. Visto isso, nossos resultados mostraram que em uma situação de 

autoantígeno, por meio do estímulo contínuo pela via oral, há uma diminuição de Tregs a 

longo prazo (10 semanas). Acreditamos que o contato contínuo da OVA no intestino dos 

animais RIP-mOVA por meio da administração oral durante 3 semanas, manteve o fenótipo 

normal das Tregs ao autoantígeno oral pois estimulou uma via tolerogênica. Além disso, o 
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período curto e constante do estímulo também favoreceu um maior recrutamento de 

células T CD4+ Foxp3+ em resposta ao autoantígeno nos animais RIP-mOVA, propicio a um 

ambiente tolerogênico. Contudo, ao estimular de forma persistente, houve tanto uma queda 

de células T regulatórias quanto um aumento da glicemia, podendo tender a uma perda de 

tolerância ao autoantígeno. Isso porque ao tratar os animais RIP-mOVA com OVA oral, foi 

perceptível a queda de células T CD4+ Foxp3+ ao longo dos períodos. Interessantemente, no 

baço dos animais RIP-mOVA houve maior porcentagem de células Tregs do que a 

intensidade média de fluorescência do marcador dessas células, em contrapartida, nos 

linfonodos mesentéricos desses animais ocorreu o oposto em todos os períodos de 

tratamento. Relacionamos esse dado com a literatura, visto que a administração oral com 

antígeno pode gerar tolerância principalmente em grande parte no sistema imunológico da 

mucosa local, apesar de poder ocorrer tolerância sistêmica em certo nível. E dentre os 

tecidos linfoides locais, estudos indicam que os linfonodos mesentéricos são os principais 

locais de indução de tolerância oral101. Sendo assim, parece haver uma maior quantidade de 

Tregs nos linfonodos mesentéricos do que no baço. 

Consideramos que a continuidade do estímulo antigênico em dose baixa56 é um fator 

que influencia a mudança ou manutenção do fenótipo de células T regulatórias, dependendo 

do tempo do estímulo. A indução da tolerância é dependente da dose do antígeno44, quando 

se administra uma dose alta de OVA nos animais RIP-mOVA pode levar a respostas 

autoimunes, levando ao diabetes do tipo 1. Enquanto que a dose baixa do antígeno pode 

levar a indução da tolerância88. Em nossos dados, o estímulo via gavagem com duas doses de 

OVA foi considerada uma dose baixa que resultou em baixos níveis de glicemia, assim como 

o estímulo contínuo do antígeno em dose baixa por 3 semanas resultou na alta porcentagem 

de Tregs. Por outro lado, a persistência do estímulo antigênico ao aumentar o tempo (10 

semanas) resultou na mudança de fenótipo das Tregs e no aumento da glicemia. Logo 

podemos dizer que o estímulo foi em dose alta se considerarmos todo o período de 

tratamento oral. 

Os grupos controles do período de 5 e 10 semanas tiveram um perfil baixo de células 

Tregs similares entre as linhagens de cada período, isso porque o estímulo com adjuvante 

contém produtos microbianos que representam PAMPs e desencadeiam a imunidade, 

fazendo com que uma resposta imune seja induzida. 
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6. Análise do receptor inibitório CTLA-4 em células T regulatórias 

Analisamos a presença da molécula coinibitória CTLA-4 dentro da população de 

células T CD4+ Foxp3+ do baço e linfonodos mesentéricos dos animais RIP-mOVA. As células T 

CD4+ foram identificadas por citometria de fluxo (Fig. 9A e 10A). 

 

 

Figura 9 – Frequência de Foxp3 e CTLA-4 (BAÇO): Gráficos representativos de marcadores 

dentro de células T CD4+ do baço dos animais RIP-mOVA, sendo (A) a estratégia de gate para 

identificação de linfócitos T CD4+, e (B-C) histogramas dos marcadores para células T CD4+ 

Foxp3+ (esquerda) e do receptor inibitório CTLA-4 (direita) expresso nas células T CD4+ 
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Foxp3+. Além dos grupos experimentais, os histogramas foram comparados baseado nos 

períodos de tratamento oral de OVA, sendo (B) do período de 3 semanas e (C) de 10 

semanas. 

 

 

Figura 10 – Frequência de Foxp3 e CTLA-4 (LINFONODO MESENTÉRICO): Gráficos 

representativos de marcadores dentro de células T CD4+ dos linfonodos mesentéricos dos 

animais RIP-mOVA, sendo (A) a estratégia de gate para identificação de linfócitos T CD4+, e 

(B-C) histogramas dos marcadores para células T CD4+ Foxp3+ (esquerda) e do receptor 

inibitório CTLA-4 (direita) expresso nas células T CD4+ Foxp3+. Além dos grupos 
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experimentais, os histogramas foram comparados baseado nos períodos de tratamento oral 

de OVA, sendo (B) do período de 3 semanas e (C) de 10 semanas. 

 

A frequência das Tregs mostrou-se maior no baço e nos linfonodos mesentéricos do 

grupo que recebeu OVA oral durante 3 semanas (Fig. 9B e 10B), quando comparado com o 

grupo controle e o imunizado com OVA. Assim como discutido no tópico anterior, se 

tratando da linhagem RIP-mOVA que recebe OVA pela via oral, é esperado a indução de 

células tolerantes a esse autoantígeno. Nossos resultados mostram que há um recrutamento 

grande de Tregs ao estímulo antigênico por um curto período de tempo. No baço dos 

animais, a frequência de CTLA-4 em células T CD4+ Foxp3+ também mostrou-se maior em 

relação aos outros dois grupos, como mostrado no histograma de 3 semanas (Fig. 9B). 

Curiosamente, no mesmo período, o grupo que foi imunizado com OVA apresentou 

frequência de CTLA-4 maior nos LMs, apesar da frequência baixa de Tregs em comparação 

ao grupo que recebeu OVA oral (Fig. 10B). O CTLA-4 auxilia a regulação das respostas das 

células T, sendo importante para indução e manutenção da tolerância imunológica102,103. 

Portanto, a presença dessa molécula nas Tregs indica uma coestimulação negativa que 

propicia um ambiente tolerogênico, pela inibição da sinalização do TCR que ativa células 

T103. No tratamento oral de OVA nos animais RIP-mOVA durante 10 semanas, é possível 

visualizar uma menor frequência do marcador de células T regulatórias em comparação aos 

outros grupos (Fig. 9C e 10C), particularmente nos linfonodos mesentéricos (Fig. 10C). Ainda 

nos LMs, a frequência da expressão da molécula CTLA-4 nas Tregs desses animais se mostrou 

baixa em relação aos outros grupos, e menor em relação ao mesmo grupo do período de 3 

semanas. Isso indica uma mudança fenotípica das Tregs nesses animais, supostamente pelo 

estímulo contínuo do autoantígeno por um período maior. 

 Nossos dados mostram um grande recrutamento tanto de células T CD4+ Foxp3+ 

quanto da molécula inibitória CTLA-4 nos animais RIP-mOVA, quando há um estímulo 

contínuo considerado curto (3 semanas). O contrário foi visto quando os animais foram 

tratados com OVA oral por 10 semanas, ou seja, a expressão de Tregs e CTLA-4 foram 

menores, principalmente nos linfonodos mesentéricos. Pode-se dizer que o fenótipo das 

Tregs foi alterado nos LM pelo contato contínuo do autoantígeno por um longo período, 
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enquanto que no baço parece que o sistema imune teve uma insistência maior em manter o 

fenótipo característico das Tregs. 

 

7. Análise do repertório do receptor de células T CD4+ e CD8+ 

Para investigar a expressão, em porcentagem, das cadeias Vβ dos receptores de 

células T do baço e linfonodos mesentéricos, analisamos o repertório de TCR das células T 

CD4+ e CD8+ dos órgãos linfoides dos animais RIP-mOVA e C57Bl/6 que foram tratados com 

OVA oral por 10 semanas. Sabe-se que o epítopo OVA257-264 (H-2Kb) no complexo MHC 

apresentado de forma cruzada nos órgãos linfoides dos animais da linhagem RIP-mOVA, se 

liga especificamente ao TCR Vβ 5.2 para direcionar as células T CD8+ ao reconhecimento do 

ligante do epítopo104. Além disso, as células T CD4+ que expressam o TCR Vβ 5.1, 5.2 se ligam 

especificamente ao epítopo da OVA323-339 (I-Ab) no complexo MHC105,106. Sendo assim, 

levamos em consideração o TCR Vβ 5.1/5.2 e observamos que houve alterações nesse TCR 

das células T CD4+ (Fig. 11), quando comparados entre os animais RIP-mOVA e C57Bl/6 que 

foram estimulados com OVA oral de forma contínua por 10 semanas. Também vimos um 

aumento expressivo do Vβ 6 no baço dos animais RIP-mOVA (Fig. 11A). 
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Figura 11 – Repertório Vβ dos linfócitos T CD4+ (RIP-mOVA e C57Bl/6): Gráficos 

comparativos das porcentagens de Vβ dos receptores de células T CD4+ no (A) baço e nos (B) 

linfonodos mesentéricos dos animais da linhagem RIP-mOVA (vermelho listrado) e C57Bl/6 

(azul) tratados com OVA oral por 10 semanas. Os valores estão representados como média ± 

EPM (n=3). *** P < 0,05, C57Bl/6 vs RIP-mOVA Vβ 5.1/5.2; **** P < 0,001, C57Bl/6 vs RIP-

mOVA Vβ 6. 
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Figura 12 – Repertório Vβ dos linfócitos T CD8+ (RIP-mOVA e C57Bl/6): Gráficos 

comparativos das porcentagens de Vβ dos receptores de células T CD8+ no (A) baço e nos (B) 

linfonodos mesentéricos dos animais da linhagem RIP-mOVA (laranja listrado) e C57Bl/6 

(verde) tratados com OVA oral por 10 semanas. Os valores estão representados como média 

± EPM (n=3). ** P < 0,05, C57Bl/6 vs RIP-mOVA Vβ 5.1/5.2. 

 

Pudemos observar que em 10 semanas de tratamento com OVA oral, houve uma 

maior expressão dos TCRs Vβ 5 e 6 no baço dos animais RIP-mOVA, principalmente nas 

células T CD4+ (Fig. 11A), em comparação aos animais C57Bl/6 que receberam o mesmo 

tratamento. Não houve variações significativas no repertorio de TCR dos linfonodos 

mesentéricos nas células T CD4+ (Fig. 11B). Entretanto, curiosamente, o TCR Vβ 5.1/5.2 

mostrou-se menor no compartimento de células T CD8+ nos LM dos animais RIP-mOVA (Fig. 

12B). Enquanto houve uma tendência de maior porcentagem do mesmo TCR no baço, 

apesar de não significativa (Fig. 12A). Ao juntarmos os dados da diminuição de células T 
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regulatórias com os do repertório de TCR CD4+ no contexto de tratamento oral com OVA nos 

animais RIP-mOVA, é possível relacionar a perda de Tregs ao longo do período com uma 

maior expressão do TCR Vβ 5.1/5.2, no qual se liga especificamente ao epítopo da OVA. 

Além disso, essa alteração da porcentagem de TCR ocorreu de maneira global e não local, 

isso porque há uma maior expressão do Vβ 5 nas células T CD4+ no baço dos animais RIP e 

não houve diferença significativa nos LMs. Curiosamente, não encontramos na literatura 

uma relação direta do TCR Vβ 6 com a proteína OVA, no entanto, foi demonstrado que esse 

TCR está relacionado com a evolução de T1D em camundongos NOD107.  

Visto que houve uma maior alteração do TCR Vβ 5 e 6 nas células T CD4+ no baço dos 

animais, analisamos mais detalhadamente a expressão do TCR tanto nas células T CD4+ (Fig. 

13) quanto CD8+ (Fig. 14) do baço dos animais RIP-mOVA e C57Bl/6 tratados com OVA oral 

contínua por 10 semanas. 
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Figura 13 – Repertório Vβ dos linfócitos T CD4+ (RIP-mOVA): Gráficos comparativos das 

porcentagens de Vβ dos receptores de células T CD4+ no baço dos animais da linhagem (A) 

C57Bl/6 e (B) RIP-mOVA tratados com OVA oral (vermelho) e não tratados (cinza) por 10 

semanas. O enfoque da análise do repertório foi em cima dos TCRs Vβ 5.2 e Vβ 6, uma vez 

que tiveram evidentes alterações. Os valores estão representados como média ± EPM (n=3). 

*** P < 0,05, sem tratamento vs OVA oral Vβ 5.1/5.2; **** P < 0,001, sem tratamento vs 

OVA oral Vβ 6. 

 

 

Figura 14 – Repertório Vβ dos linfócitos T CD8+ (RIP-mOVA):  Gráficos comparativos das 

porcentagens de Vβ dos receptores de células T CD8+ no baço dos animais da linhagem (A) 

C57Bl/6 e (B) RIP-mOVA tratados com OVA oral (vermelho) e não tratados (cinza) por 10 

semanas. O enfoque da análise do repertório foi em cima dos TCRs Vβ 5.2 e Vβ 6, uma vez 

que tiveram evidentes alterações. Os valores estão representados como média ± EPM (n=3). 

*** P < 0,05, sem tratamento vs OVA oral Vβ 5.1/5.2. 
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No baço dos animais RIP-mOVA tratados com OVA oral, houve uma maior 

porcentagem do TCR Vβ 5 e 6 das células T CD4+ em relação ao grupo controle (sem 

tratamento) (Fig. 13B), e não houve diferença significativa entre os grupos da linhagem 

C57Bl/6 (Fig. 13A). Em contraste, nas células T CD8+ foi visto uma baixa expressão do Vβ 5 no 

grupo de animais RIP que foi tratado com OVA (Fig. 14B), quando comparado ao grupo 

controle. Nossos dados apontam que concomitante com a diminuição de células T 

regulatórias pelo estímulo constante de autoantígeno por 10 semanas, há uma manifestação 

grande do TCR especifico de OVA no baço dos animais RIP-mOVA, especificamente no 

compartimento de células T CD4+. E, curiosamente, há uma diminuição desse TCR no 

compartimento de células T CD8+ nesses animais com as condições citadas. Além disso, 

também é nítida a participação do TCR Vβ 6 nas células T CD4+. Sabe-se que as células T CD4+ 

iniciam o processo da resposta contra o autoantígeno OVA, no contexto da linhagem RIP-

mOVA. Isso ocorre através da apresentação cruzada da OVA exógena por APC-Th capazes de 

estimular respostas CTLs de células T CD8+ específicas de OVA, levando a destruição das 

células β pancreáticas por infiltração e, consequentemente, resulta em diabetes em RIP-

mOVA105. Portanto, podemos relacionar a diminuição de Tregs e a alta expressão do TCR 

específico de OVA nas células T CD4+, e não nas T CD8+, do baço a um possível início de 

resposta contra o autoantígeno, ou seja, possível início da quebra da tolerância de 

autoantígeno nos animais RIP-mOVA. Uma vez que a diminuição de Tregs em 10 semanas 

ocorre paralelamente com o aumento do TCR que se liga e responde contra a OVA, nas 

células onde reconhecidamente iniciam o processo de autoimunidade nesses animais. 

Apesar de não estar claro na literatura a relação do TCR Vβ 6 com a OVA, a participação 

desse TCR parece estar envolvida com o aparecimento da DM1. Sendo assim, há uma 

relação lógica do aumento desse TCR no ambiente imunológico onde há diminuição de Tregs 

e aumento de valores glicêmicos, assim como nossos dados apontam. Nesse sentido, são 

necessários estudos mais aprofundados da relação do TCR Vβ6 com o autoantígeno OVA. 

Possivelmente, se continuarmos o estímulo antigênico contínuo a longo prazo, o 

repertório de TCR poderá ir em direção a resposta contra o autoantígeno OVA. Baseado nos 

nossos dados, a expressão do TCR Vβ 5 e 6 poderiam ser maiores a longo prazo nas células T 

CD4+ e, principalmente, nas CD8+, que junto com o complexo peptídeo-MHC se tornariam as 

células efetoras que destruiriam as ilhotas pancreáticas. Assim como também haveria um 
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declínio maior de células T regulatórias e valores glicêmicos altos nos animais RIP-mOVA. A 

análise de repertório da região variável do receptor de células T do gene β (TCR Vβ) é de 

grande importância para mostrar a expansão seletiva de células T em doenças 

autoimunes108, na qual faz relevante a variação dos TCR Vβ 5 e 6 relacionado com uma 

tendência a diabetes autoimune.  

Em suma, nossos dados mostraram que há uma alta expressão de células T CD4+ 

regulatórias em camundongos RIP-mOVA quando há um estímulo curto (3 semanas) e 

contínuo de OVA pela via oral. Além disso, a glicemia desses animais tende a ser menor ao 

administrar uma dose de OVA oral via gavagem após imunização do mesmo antígeno, 

resultando em uma possível tolerância ao autoantígeno OVA. Portanto, em nossa pesquisa, 

foi possível a reprodução da indução da tolerância oral ao autoantígeno nos animais RIP-

mOVA, assim como é mostrado na literatura. A proteína OVA é expressa principalmente nas 

células β pancreáticas desses animais, fazendo com que o sistema imune não reaja contra 

esse componente próprio do animal. No entanto, ao dar o enfoque na continuidade do 

estímulo antigênico oral por um período maior (10 semanas), nossos resultados mostraram 

que há uma tendência a reversão do estado tolerogênico. Isso foi visto através da baixa 

expressão de Tregs que alterou seu fenótipo, e pela alta expressão do TCR que se liga 

especificamente a OVA, concomitante com o aumento dos valores glicêmicos dos animais ao 

longo do período do tratamento. Nossas observações indicam que possivelmente o estímulo 

externo do autoantígeno de forma crônica fez com que as Tregs entrassem em um início de 

supersaturação pelo estímulo persistente. 

A literatura mostra que o modelo experimental RIP-mOVA desenvolve diabetes após 

infectado com vírus, coexpressando o TCR específico a OVA89. Apesar disso e mesmo lidando 

com uma via tolerogênica (antígeno OVA para RIP-mOVA), podemos dizer que a combinação 

dos fatores tempo e continuidade do estímulo autoantigênico levaram a uma tendência a 

perda de tolerância imunológica. Ao comparar a expressão de células regulatórias em um 

período de 3 semanas e 10 semanas, é perceptível sua diminuição entre os períodos. O que 

nos leva a pensar que se continuarmos o estímulo oral de OVA por um período maior, os 

animais podem desenvolver diabetes autoimune pela total desistência das Tregs ao estímulo 

contínuo do antígeno. Apesar de não chegarem a valores clínicos indicativo da doença, em 

10 semanas de tratamento oral de OVA, os animais RIP-mOVA tiveram uma glicemia elevada 
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e instável, chegando próximo ao escore clínico da doença. O contrário ocorreu nos animais 

controle, nos quais a OVA não é uma proteína própria em seu organismo, seus níveis 

glicêmicos se apresentaram baixos e estáveis, assim como também houve uma baixa 

expressão de Tregs em comparação aos animais RIP-mOVA. 

 Outro dado importante foi em relação ao repertório de TCR nas células T CD4+ e CD8+ 

dos órgãos linfoides dos animais que foram tratados com OVA oral no período mais longo 

deste trabalho. Interessantemente, vimos que de forma global, mas não local, o estímulo 

antigênico oral contínuo fez com que o TCR específico a OVA fosse mais expresso nas células 

T CD4+ do que nas T CD8+. O TCR que está relacionado com o aparecimento de DM1 em 

camundongos também se apresentou alto. Paralelamente com a diminuição das Tregs ao 

longo do período do tratamento, o aparecimento do TCR específico de OVA e do TCR 

relacionado ao desenvolvimento da diabetes dizem respeito a um possível início de resposta 

contra o autoantígeno nos animais RIP-mOVA no compartimento de células T CD4+. O 

epítopo de OVA é apresentado de forma cruzada pelas DCs com células Th, e essa 

apresentação pode induzir a destruição das células β pancreáticas quando há uma baixa 

avidez de células T CD8+ com o antígeno105. Vimos que as células T CD8+ apresentaram uma 

menor expressão do TCR específico a OVA em 10 semanas de tratamento e que apesar dos 

níveis altos de glicemia, os animais não chegaram a ter diabetes, ou seja, possivelmente não 

houve infiltração completa das células T CD8+. No entanto, o indicativo do início da resposta 

imune contra o autoantígeno é visto pelas células T CD4+ que expressaram maiores níveis do 

TCR. É crucial a atividade das células T CD4+ para o desenvolvimento da doença nos animais 

RIP-mOVA, uma vez que esses animais não desenvolvem diabetes quando imunizados e 

injetados com células T CD8+ especificas a OVA na ausência da ajuda de células T CD4+ 

específicas. Isso ocorre devido a deleção de células T por meio da tolerância cruzada de 

células dendríticas109. 

Embora os dados morfológicos e imunohistológicos não resultarem em diferenças 

significativas, houve uma aparente alteração na citoarquitetura das ilhotas pancreáticas dos 

animais RIP-mOVA que receberam OVA oral por 10 semanas. Além disso, algumas das 

ilhotas tenderam a apresentar uma área fracional menor de insulina. Esses dados 

corroboram com a nossa hipótese do possível início da alteração do sistema imune em 

relação ao antígeno OVA nesses animais. 
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CONCLUSÃO 

 

Concluímos que a o modelo experimental RIP-mOVA, que expressa ovalbumina (OVA) no 

pâncreas, pode ser considerado tolerante a OVA exógena administrada oralmente por 

ingestão voluntária em um período de 3 semanas. O aumento da porcentagem de células T 

CD4+ Foxp3+ (regulatórias) e os baixos níveis de glicemia ao ser administrado o antígeno por 

gavagem indica a propensão de um ambiente tolerogênico, na qual é necessário para o 

estabelecimento da tolerância oral. No entanto, ao aumentar o tempo da administração oral 

contínua do autoantígeno, houve uma queda de células T CD4+ Foxp3+, ou seja, houve uma 

mudança no fenótipo das Tregs nos linfonodos mesentéricos e no baço. Essa queda ocorreu 

concomitante com o aumento do TCR Vβ 5, específico a OVA, e o aumento do TCR Vβ 6, no 

qual está relacionado com o aparecimento da diabetes autoimune. Apesar dos animais RIP-

mOVA não terem chegado a ter diabetes autoimune, os valores glicêmicos mostraram-se 

mais altos e mais instáveis quando os animais foram administrados com OVA oral por um 

período de 10 semanas. Nossos dados nos levam a hipótese de que se continuarmos o 

estímulo oral do autoantígeno a longo prazo, haverá uma queda mais expressiva de Tregs 

concomitante com um aumento na glicemia dos animais, chegando ao escore clínico da 

doença. Portanto, o estímulo autoantigênico persistente a longo prazo afeta a quantidade 

de células regulatórias no baço e linfonodos mesentéricos dos animais RIP-mOVA. Novos 

estudos são necessários para uma melhor compreensão e verificação da quebra de 

tolerância pelo estímulo contínuo de autoantígeno, tais como a ação das Tregs nos sítios 

efetores. Nosso trabalho auxilia no entendimento dos eventos imunológicos atrás da 

continuidade do estímulo autoantigênico, utilizado comumente para a indução da tolerância 

oral. Também auxilia no entendimento do sistema imune do modelo experimental RIP-

mOVA frente ao estímulo do autoantígeno. Compreender esses eventos proporciona a 

elaboração de novas estratégias para o uso da tolerância oral como tratamento alternativo 

de doenças autoimunes como a diabetes mellitus do tipo 1. 
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IMPLICAÇÕES  

 

Houve um atraso nos experimentos para realização do presente trabalho devido a 

pandemia do Covid-19, visto que a Unicamp aderiu a paralisação das atividades durante a 

pandemia em 2020. No ano seguinte as atividades foram retornando gradualmente, e 

contando com os cruzamentos dos animais, com a obtenção do n e do genótipo dos grupos 

experimentais, além de outras adversidades, os experimentos voltados ao tratamento oral 

em si foram iniciados em 2022. As limitações impediram que tratássemos os animais com 

OVA oral por períodos maiores para obter resultados mais precisos. 
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