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RESUMO

A tolerancia imunolégica oral ocorre pela inibicdo da resposta imune especifica a antigenos
soluveis administrados pela via oral, expostos previamente ao trato gastrointestinal. Esse
mecanismo regula e protege o organismo contra a hipersensibilidade causada por antigenos
alimentares e microorganismos comensais. A indug¢dao da tolerancia por administragdo oral
de autoantigeno é uma abordagem que vem sendo classificada como tratamento alternativo
para algumas doengas autoimunes humanas, tais como a artrite reumatoide, diabetes
mellitus e esclerose multipla. Entretanto, estudos demonstraram a induc¢do de uma resposta
de linfdcitos T citotdxicos (CTL) como resultado da administracdo oral de autoantigeno em
camundongos ao invés da indugdo da tolerancia, o que levou ao aparecimento de doenca
autoimune. Os mecanismos envolvidos na inducdo da tolerancia por via oral ndo sdo
totalmente conhecidos e isso afeta negativamente o avanc¢o de novos tratamentos para
doencas autoimunes. Sendo assim, o objetivo principal deste estudo foi induzir a quebra da
tolerancia imunoldgica e avaliar o perfil e a atividade fenotipica de células TCD4* Foxp3*
(células T regulatdrias — Tregs) tanto no baco quanto nos linfonodos mesentéricos em
camundongos que expressam ovalbumina (OVA) no pancreas (RIP-mOVA), durante a
evolucdo clinica da indugdo de diabetes mellitus em decorréncia da administragdo continua
de autoantigeno pela via oral, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos. Nossos
resultados mostraram uma diminuicdo de células TCD4* Foxp3* nos linfonodos mesentéricos
e baco dos animais RIP-mOVA ao administrar oralmente OVA por 10 semanas. Além disso,
foi visto um aumento de TCRs especificos para resposta contra o autoantigeno apds o
periodo de tratamento com OVA. Nossos dados nos levam a hipdétese de que se
continuarmos o estimulo oral do autoantigeno a longo prazo, haverd uma queda mais
expressiva de Tregs concomitante com o aparecimento de diabetes mellitus nos animais.
Podendo, assim, causar a quebra da autotolerancia imunolégica e a possivel geracdo da
resposta autoagressiva pela presenca continua do autoantigeno. Nossa pesquisa auxilia no
entendimento dos eventos imunoldgicos atras da continuidade do estimulo autoantigénico,
utilizado comumente para a inducdo da tolerancia oral. Compreender esses eventos
proporciona a elaboracdo de novas estratégias para o uso da tolerancia oral como

tratamento alternativo de doengas 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-mQOVA), 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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INTRODUCAO

1. Breve introdugdo ao sistema imunoldgico

O sistema imunolégico compreende um conjunto de mecanismos especializados que
visam manter a homeostase do organismo hospedeiro. Ele atua como um estado protetor,
defendendo contra lesdes e patégenos, a fim de preservar a identidade do organismo como
um todol. O sistema imune pode reagir contra células, érgdos ou tecidos préprios do
organismo e pode afetar diretamente seu funcionamento, distanciando-se da sua identidade
e causando a autoimunidade?3. Em certo grau, as respostas contra o proprio s3o
consideradas normais e até necessarias nos individuos, sem que haja alteragao significativa
na homeostase do sistema imune. Entretanto, dependendo da intensidade e continuidade
dessas respostas, podem levar a alteracdo da homeostase do sistema imune inato e/ou
adaptativo, provocando lesdo tecidual e resultando em disturbios inflamatdrios ou doencas
autoimunes®.

O sistema de defesa contra agentes externos do organismo é composto
classicamente pelas barreiras anatomicas e fisioldgicas, e pelo sistema de resposta imune
gue compode 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 ndo-hematopoiéticos. As células do sistema imune inato
possuem receptores de reconhecimento codificados pela linhagem germinativa (receptores
de reconhecimento de padrdes — PRR), como os receptores do tipo Toll (TLR), que
reconhecem estruturas microbianas expressas por uma grande variedade de patégenos®.
Esses PRRs reconhecem padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs), sdo ativados
durante uma resposta inflamatdria e se diferenciam em células efetoras de vida curta para
eliminar a infeccdo®. Os PAMPs s3o produzidos exclusivamente por microorganismos, sendo
cruciais para sua sobrevivéncia e patogenicidade. O sistema abrange também as barreiras
epiteliais, de mucosas e secrecdes, que atuam prevenindo o acesso dos microrganismos ao
hospedeiro’. A defesa celular primaria é complementada por componentes humorais. As
proteinas circulantes do sistema imune inato reconhecem microorganismos que influenciam

os mecanismos efetores para facilitar a eliminacdo da infeccao.
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Para identificar danos teciduais causados pelos padrdoes moleculares, as células da
imunidade inata tém a capacidade de reconhecer células modificadas (p. ex. células
tumorais ou infectadas com patdgenos) de células saudaveis do hospedeiro por meio da
molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Essa molécula é expressa
por células sauddveis e ndo é expressa nas células infectadas ou nos patégenos®. Em vista
disso, o reconhecimento do MHC indica que a célula é prépria organismo, inibindo, assim, a
ativagao do sistema imune inato contra o tecido normal do hospedeiro. Caso contrdrio, a
imunidade inata sinaliza a presenca de uma infeccdo que, por sua vez, influenciam a ativacao
do sistema imune adaptativo. Essa sinalizacdo faz com que as células da imunidade inata
gerem uma resposta inespecifica inflamatéria em poucos minutos apds a exposicdao ao
patégeno, sem gerar memaria imunoldgica®. 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 saudaveis que falham na expressdo ou
possuem alguma alteracdo no MHC de classe I, essa é uma hipdtese conhecida como
“missing self’®. As células dendriticas (DCs), especializadas na captura e apresentacdo de
antigenos aos linfécitos, desempenham um papel crucial fazendo uma ponte entre a
imunidade inata e a adaptativa. As DCs sdo induzidas e ativadas por elementos da resposta
inata, permitindo a sensibilizacdo dos linfdcitos T na resposta imune adaptativa?®.

Ao contrario da inata, a imunidade adaptativa consiste em respostas imunes
especificas que se desenvolvem de forma mais lenta, pois sdao construidas e adaptadas para
o dano causado pelo agente infeccioso especifico que resultam em memdria imunolégica®®.
Esse mecanismo facilita as futuras respostas imunes a esse patdégeno apds exposicdes
repetidas do mesmo’. A especificidade da resposta se origina pelo mecanismo de rearranjo
de genes de receptores especificos e estruturalmente Unicos das células que compde o
sistema imune adaptativo e o humoral, os linfdcitos ou células T e B, gerando uma grande
variedade de receptores de antigenos que reconhecem, assim, uma grande variedade de
agentes infecciosos e n3o infecciosos®.

A construcdo molecular da imunidade inata é encontrada em plantas e animais,
entdo pode-se dizer que este tipo de resposta imunolégica é uma parte evolutivamente

antiga dos mecanismos de defesa do hospedeiro, o que significa que surgiu antes da divisdo
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desses dois reinos'?. J& a resposta imune adaptativa pode ser gerada exclusivamente pelos

vertebrados, apresentando-se relativamente recente no cendrio evolutivo®.

2. Linfdcitos

2.1 Desenvolvimento e maturagao

O estabelecimento e manutengdo da homeostase, tolerancia e memaria imunoldgica
dependem dos linfécitos T e B, nos quais expressam receptores com capacidade de
reconhecer uma diversidade de antigenos de patdgenos, de tumores e do ambiente®3,

Tanto as células B quanto as T sdo originadas de progenitores linfoides em drgaos
linfoides primarios fetais e adultos, tais como o figado e a medula éssea. O desenvolvimento
das subpopulacdes dessas células é um processo em camadas!4, ou seja, os subtipos dos
linfécitos B e T sdo derivados de diferentes progenitores que surgem em momentos
diferentes durante o desenvolvimento do organismo?°.

O processo de maturacdo dos linfécitos B ocorre principalmente na medula dssea, ja
os precursores de linfécitos T migram da medula déssea para o timo, onde ocorre o
desenvolvimento dos linfécitos T imaturos (timécitos). A maturacdo de ambos linfdcitos
ocorre de forma semelhante, sinais celulares promovem a proliferacao dos progenitores que
dao inicio ao rearranjo sequencial de genes dos receptores de antigenos especificos. Esse é
um evento-chave para o comprometimento de uma célula progenitora com a linhagem do
linfocito T ou B’. Através de processos de selecdo celular, s3o preservadas as células com
receptores funcionais e sdo eliminadas aquelas potencialmente ndo-funcionais. Finalizando
o processo de matura¢do, ocorre a diferenciacdo das células B ou T em subpopulagdes
robustas para uma resposta especifica na periferia do sistema imune. As células B se
desenvolvem em células foliculares, células da zona marginal e em B-1; ja as células T se
desenvolvem em linfécitos T aB com correceptores CD4* e CD8*, células NKT e células y&2®.

Um componente crucial para a construcao dos receptores dos linfécitos T (TCR) e sua
transducdo de sinal é o complexo de proteinas CD3 citoplasmaticas. As células duplo-
negativas, linfocitos T que ainda ndo possuem seus correceptores (T CD4°CD8’), passam a
expressar TCR apds recombinacdes de genes das cadeias a, B, y e 8, no cortex timico'’. Mais
de 90% dos linfdcitos, tanto em humanos quanto em camundongos, possuem receptor aff

enquanto que o restante possui receptor y6*. A populagdo de células T com TCR op é
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mediadora-chave da imunidade adaptativa, pois possui a capacidade de responder a uma
vasta variedade de antigenos pelo seu grande repertério. Por outro lado, as células T com
receptores de cadeias y6 apresentam uma menor variedade em comparacdo ao TCR aff e
residem em tecidos epiteliais, sugerindo que os ligantes para o TCR yb sdao conservados e
ndo-variantes®. Apesar disso, essa populacdo exerce uma importante funcdo na defesa do
hospedeiro contra um conjunto especifico de patégenos e até autoantigenos que podem
causar estresse celular. Esta populagao representa um elo entre a resposta imune inata e
adaptativa®.

As etapas combinadas de sele¢dao celular positiva e negativa durante o processo de
maturacdo resultam em um repertério de linfécitos T af que é restrito ao MHC. A populacdo
de linfécito T yb6 parece reconhecer o antigeno diretamente, ou seja, ndo requer
apresentacdo por uma proteina do MHC ou outras moléculas e ndo dependem do
processamento do antigeno?’. No cértex timico, durante a maturacdo, os timdcitos aB ja
expressam correceptores CD4 e CD8 (duplo-positivos) e entram em contato com o complexo
de antigenos proprios (autoantigenos) ligados a moléculas do MHC. Entrando na medula
timica, os timdcitos passam por uma selecdo positiva, logo, os receptores que reconhecem
com uma certa afinidade o complexo MHC-antigeno sdo selecionados para sobreviver?®,
Além disso, essa interacdo define a diferenciacdo do timécito em linfécito T CD4* (auxiliar)
ou CD8* (citotoxico) pelo reconhecimento do MHC de classe Il ou | com o TCR,
respectivamente?!. As moléculas do MHC de classe Il geralmente apresentam peptideos
derivados de antigenos exdgenos que entram na célula pela via endocitica, por outro lado,
as moléculas do MHC de classe | apresentam antigenos endégenos, sintetizados no interior
da célula que apresenta o antigeno??. Ainda na medula timica, os timdcitos T a entram em
contato com células apresentadoras de antigeno (APCs), tais como as células dendriticas e
macrofagos, que também apresentam antigenos préprios associados ao MHC. Os timdcitos
com receptores que possuem alta afinidade por esses autoantigenos sofrem selecdo clonal
negativa (apoptose), a fim de evitar o dano permanente da autoimunidade, sendo esse um
evento essencial da selecdo negativa, denominado também como tolerdncia central®.
Consequentemente, as células T aff CD4*CD8 ou CD4CD8* (simples-positivas) com baixa

afinidade ao complexo autoantigeno-MHC sobrevivem, finalizando sua maturacdo e partem
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do timo para a periferia do sistema imune, localizado nos érgaos linfoides secundarios onde
irdo formar o repertério de células T periféricas virgens?23,

A tolerancia central é um evento importante para o sistema imune por educar as
células T para que tenham a capacidade de tolerar os antigenos préprios e reconhecam
antigenos estranhos ao organismo, quando apresentados pelo MHC préprio, para responder
contra o nocivo e evitar o dano autoagressivo. Além desse mecanismo de regulacdo, o
sistema dispbe de outros para evitar o dano autoimune nos quais serdo abordados

posteriormente.

2.2 Linfdcitos efetores e de memoria

As células T CD4* orquestram outras células do sistema imune, seja através de
citocinas secretadas ou por contato direto célula-célula, por isso sdo denominadas células T
auxiliares, ou helper em inglés (Th). Essas células possuem um papel fundamental na
protecdo imunolégica contra infecgdes bacterianas, virais, parasitarias e fungicas; regulando
as respostas humorais das células B%4, respostas do linfécitos T CD8* e macréfagos. Por outro
lado, as células T CD8* sdo capazes de realizar lise de células-alvo infectadas por meio da
liberacdo de granulos contendo granzimas e perforinas, sendo envolvidas principalmente
nas respostas antivirais ou antitumorais® e s3o, portanto, denominadas células T citotdxicas.
Ambos tipos de células T circulam desde o sangue periférico até os drgdos linfoides
secundarios, sempre em busca da apresenta¢do do seu antigeno especifico para o controle
de patdgenos intracelulares®®.

Os linfocitos B s3ao ativados pelo reconhecimento de antigenos por meio do seu
receptor, no qual resulta na geracdo de plasmacitos secretores de anticorpos e/ou de células
B de memédria. Como ja mencionado anteriormente, as respostas de anticorpos a antigenos
especificos sdo T-dependentes, requerem que o antigeno seja internalizado por células B
especificas e apresentados aos linfocitos Th CD4*, resultando na ativacdo da célula B4,

A ativacdo dos linfécitos T CD4* virgens ocorre quando seu receptor reconhece
peptideos apresentados pelo MHC de classe I, na presenca de moléculas coestimulatérias
em APCs que apresentam os patdgenos. Uma vez ativados, ocorre expansdao clonal e
adquirem funcoes efetoras em oérgdos linfoides secundarios, garantindo a quantidade

necessaria de clones especificos de antigeno para combater patdégenos nos locais de
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infecc3o?®. Dependendo do tipo de patégeno e da producdo de citocinas especificas para
gerar resposta contra esse patdgeno, as células T CD4* virgens podem se diferenciar em
vérias subpopulac¢des especializadas de Th definidas por suas caracteristicas funcionais?’.

As respostas das células Th que determinam o comprometimento com a linhagem
sdo geradas predominantemente pelo perfil de citocinas secretadas pelas células T expostas
ao patégeno ou antigeno estranho. Além disso, a for¢a do sinal do TCR também regula esse
processo de diferenciacdo das células T CD4* efetoras. A forca desse sinal é influenciada por
diversos fatores associados as células T, como a qualidade do engajamento entre as
moléculas do MHC com o TCR, a quantidade de antigeno e o grau de coestimulacdo?®. As
células Th sdo classicamente categorizadas em cinco subconjuntos principais, baseados nos
fatores mencionados anteriormente e na inducdo de fatores de transcricdo mestres
especificos de cada linhagem que determinam suas fungdes. A linhagem de células Th do
tipo 1 (Th1) produz citocinas interferon (IFN)-y e interleucina (IL)-12 que induzem o fator de
transcricdo T-bet e, consequentemente, desencadeia respostas especificas principalmente
para patégenos intracelulares, como bactérias, virus e protozoarios, ativando macréfagos do
tipo 1%°. J& o subconjunto de células Th do tipo 2 (Th2) produzem citocinas IL-4, IL-5, IL-13
gue ativa o fator de transcricdo GATA3 e medeiam respostas imunes contra infec¢des por
parasitas extracelulares, como helmintos, ativando macrdéfagos do tipo 2. Também auxilia no
recrutamento de eosindfilos, basdfilos e mastdcitos para os locais de infecgdes3. As células
Th17 desencadeiam respostas do tipo 3 que produzem citocinas IL-17 e IL-22, induzindo o
fator de transcricdo RORyt. Essas respostas sao especificas para a eliminacdo de bactérias e
fungos extracelulares, auxiliam no recrutamento de neutréfilos e estimulam células nas
barreias mucosas para produzir peptideos antimicrobianos3'. 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 subpopulacdo auxilia as células B a gerarem
respostas humorais, promovendo a formacdo do centro germinativo, a maturacdo da
afinidade e a recombinacdo da troca de classe de imunoglobulina3?. 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)-B e IL-35, e sdo regulados pelo seu
fator de transcricdo mestre Foxp32°. Essas células juntamente com as Tregs derivadas do

timo regulam as repostas imunes, controlando a diferenciagdo e as fungdes das células T
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efetoras, além de manter a tolerdncia imunoldgica33. Posteriormente serd abordado esse
subconjunto mais afundo.

Os subconjuntos de células Th, tanto os principais quanto outros que possuem
menos embasamento literario, sdo derivados de células T CD4* virgens maduras. No
entanto, algumas dessas células podem se diferenciar com caracteristicas similares as células
T CD8, por induzirem apoptose em células-alvo por meio da secre¢ao de granzima B e
perforina, de maneira restrita ao MHC de classe Il. Citocinas especificas que induzem fatores
de transcricdo como Eomes, T-bet, Blimp-1, entre outros, induzem a expressao de genes
associados a citotoxicidade nessas células, denominadas T CD4 citotdxicas (CD4-CTLs)34. As
células T CD4 CTLs sdo importantes na protecdo do hospedeiro contra infeccbes virais
cronicas, sendo potencializada quando a atividade citotdxica das células T CD8 é prejudicada
pela estratégia de fuga do virus. Além disso, as T CD4 CTLs estao envolvidas em respostas
imunes antitumorais e na patologia de varias doencas autoimunes>,

A maioria das células T e B efetoras ativadas tém curta duracdo de vida, por outro
lado algumas podem ser geradas ou sobreviver como células T ou B de memoria de longa
duracdo, dependendo da capacidade de migracdo para o local de infec¢do, localizacdo no
tecido periférico e autorrenovacido®®. O trafego de células T de memdria nos tecidos pode
permitir uma protecao rapida contra reinfeccao, enquanto as células de meméria presentes
nos orgdos linfoides secundarios se mobilizam. Contudo, apesar do desenvolvimento de
células de longa duragao circulantes, a prote¢dao nos tecidos periféricos tende a diminuir
apos infeccbes cronicas, nas quais o antigeno e a inflamacdo persistem de forma frequente
em niveis elevados. Ou seja, esses quadros podem favorecer a geracao de células efetoras

de vida curta ao invés de células de meméria de vida longa independentes do antigeno3®.

3. Autoimunidade e tolerancia
3.1 Respostas e doengas autoimunes
A autoimunidade é uma consequéncia natural dos repertdrios dos receptores das
células B e T, na qual Ihes permite reconhecer e responder contra componentes normais do
sistema imune (autoantigenos). Essas células autorreativas podem permanecer inofensivas
em condicOes fisioldgicas normais e auxiliam na vigilancia imunoldgica e na reparacdo de

tecidos. Ademais, desempenham um papel importante na eliminagdo de infec¢bes e
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manutencdo da homeostase tecidual®’. Portanto, as respostas autoimunes transitérias s3o
comuns e necessarias 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 fun¢do dos tecidos, 6rgdos ou das células3®. As respostas imunes
inatas e adaptativas estdo intimamente associadas e o desequilibrio entre essas respostas
podem levar a alguns disturbios autoimunes®.

Doencas autoinflamatdrias sdo caracterizadas por episddios inflamatérios induzidos
pela ativacdo exacerbada da imunidade inata na auséncia de células T autoagressivas e
autoanticorpos, geralmente oriunda de alteracdes monogénicas do sistema imune inato.
Em contraste, as doengas autoimunes envolvem a falha da imunidade adaptativa por meio
de respostas irregulares e prolongadas a um autoantigeno, na qual levam a producgdo de
autoanticorpos. S3o mediadas por células T e B e geralmente a incidéncia dessas doencas
envolvem fatores genéticos, hormonais ou ambientais3.

As doengas autoimunes associadas com lesdo tecidual podem ser classificadas como
orgdo-especificas, como a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e esclerose multipla (EM); e/ou
podem ser classificadas como sistémicas na qual englobam multiplos érgaos, tais como lUpus
eritematoso sistémico (LES) e artrite reumatoide (AR)2. Ambas classificacdes sdo sustentadas
pela presencga de autoanticorpos ou células T citotéxicas que vao diretamente contra os seus
correspondentes autoantigenos, ou seja, ocorre a perda da tolerdncia aos antigenos
especificos do préprio organismo®%41,

A tolerdncia imunoldgica, 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 ndo prejudicial. A
tolerancia esta relacionada ao autorreconhecimento produtivo, resultante da reacdo aos
sinais de perigo que confrontam o sistema imunolédgico, tais como prevenir a

autoagressividade®”.

3.2 Tolerancia imunoldgica
O sistema imunoldgico dispée de diversos mecanismos de tolerdncia central e
periférica para estabelecer e manter a falta de resposta imune a alguns autoantigenos

(autotolerancia imunoldgica) ao longo da vida. Esses mecanismos controlam a
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autoagressividade, prevenindo o surgimento de doencas autoimunes e mantendo a
homeostase do sistema imune.

O processo da tolerancia central, que se refere a eliminacdo tanto de células T
quanto B autoagressivas expostas a autoantigenos durante os estagios de maturagdo, é um
mecanismo muito importante. Entretanto, como j& mencionado anteriormente, esse
processo ndo elimina todos os linfécitos potencialmente prejudiciais durante o processo de
maturacdo dos linfécitos T, e muitas células autoagressivas s3o encontrados na periferia®?.
Essas células possuem interacdes de alta afinidade com autoantigenos ligados ao MHC Il
enquanto estao passando pela sua maturagao no timo, na qual geram as subpopulagdes
Tregs naturais®®. 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 secrecao das citocinas
TGF-B e IL-2*. Essa subpopulacdo de células é altamente especializada para funcdo
supressora da resposta imune a autoantigenos na periferia, possui uma alta expressao da
molécula CD25* (cadeia a do receptor IL-2) e também do fator de transcricdo Forkhead box
P3 (Foxp3), no qual é crucial para o desenvolvimento e fun¢do das células T regulatdrias
(Treg CD4* CD25* Foxp3*)*. Além disso, multiplos mecanismos podem ser desencadeados
pelas Tregs, concedendo-lhes a capacidade de controlar uma ampla gama de populagdes de
células-alvo em diferentes contextos*®. Deficiéncias genéticas consequentes de mutagdes
em Foxp3, tanto em humanos quanto em camundongos, podem comprometer o
desenvolvimento das Tregs, gerando disturbios autoimunes que podem afetar multiplos
orgdos por meio da hiperativacdo de células autoagressivas e consequente perda da
tolerancia periférica®’.

Além das células T reguladoras Foxp3+, ha outras populacbes de células T
reguladoras que ndo possuem expressdao de Foxp3 e contribuem criticamente para a
regulacdo imunoldgica. Células T CD4* que produzem grandes quantidades de IL-10 e que
inibem as respostas imunes sdao um exemplo dessas populacdes, chamadas de células
reguladoras do tipo 1 (Tr1)*. A capacidade reguladora das células Trl depende de muitos
mecanismos, incluindo secrecdo de citocinas supressoras, contatos célula-célula,
citotoxicidade e regulacdao metabdlica. Por outro lado, ha também outra populacdo chamada
de células Th3 que sdo linfécitos T CD4* induzidos por antigeno oral nos linfonodos

mesentéricos, possuem um fendtipo similar as Tregs convencionais, secretam TGF-$ e IL-10,
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além de expressarem IL-4. Essas células possuem um fenédtipo similar das Tregs, com
propriedades reguladoras ou supressoras que inibem os efeitos das células T
autoagressivas®’.

O receptor coinibitério Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4 ou CD152) também
é expresso nas Tregs e em células T ativadas, e possui funcdo oposta do receptor
coestimulatdrio CD28 de células T. Enquanto o estimulo do CD28 promove a ativagdo 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 as moléculas B7
nas APCs*. O CTLA-4 inibe a ativacdo de células T de maneira extrinseca a célula por
endocitose desses ligantes compartilhados com CD28 e, além disso, pode inibir a ativacdo do
TCR na auséncia das moléculas B7°°. Polimorfismos no gene da CTLA-4 acarretam em
doengas autoimunes, como a diabetes tipo 1, assim como o bloqueio do gene com um
anticorpo especifico pode induzir autoimunidade e/ou dando inflamatdrio intestinal®?.

Outro regulador importante para manutencdo da autotolerancia é a proteina
Autoimmune regulator (AIRE) que é expressa por células epiteliais timicas maduras, nas
quais promove a expressao génica promiscua de varios antigenos restritos a tecidos (TRAs)
gue sao apresentados aos timécitos na etapa de selecdao negativa, fazendo com que o
processo de maturacdo dos linfécitos seja eficiente®. Mutacdes no gene AIRE resultam no
escape de timdcitos autoagressivos para a periferia, causando autoimunidade e doencas
autoimunes.

Os mecanismos celulares e moleculares desses e de varios outros reguladores ainda
permanecem desconhecidos ou ndo tdo claros, no entanto sabe-se que sdo fundamentais

para manter a autotolerancia imunoldgica.

4. Tolerancia Oral
4.1 Definigdo e breve histdria
A tolerancia oral (TO) é definida como a supressao ativa de respostas imunes celulares
e/ou humorais especificas a antigenos por meio da administracdo previa dos mesmos pela
via oral®3. Evolutivamente, a tolerdncia oral desenvolveu-se como um mecanismo

imunolégico para prevenir reagdes de hipersensibilidade a proteinas alimentares e a
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diversos antigenos bacterianos comensais, nos quais estdo presentes na microbiota do trato
gastrointestinal, respiratério e urogenital®*. Uma vez que esses antigenos externos ganham
acesso ao as mucosas de forma natural, sdo tratados como componentes internos e se
tornam parte do préprio organismo. A tolerancia oral carrega uma importancia imunoldgica
Unica, visto que se trata de um evento imunolégico natural continuo desencadeado pelo
estimulo do antigeno exdgeno?’.

O fendbmeno da tolerancia oral foi demonstrado pela primeira vez em 1911 por Wells e
Osbourne, no qual porquinhos-da-india foram inicialmente submetidos a administracao oral
da proteina do milho e, logo apds, foram alimentados com dieta contendo milho. Foi
mostrado que esses animais eram resistentes ao zen, principal proteina do milho, em
comparacdo aqueles que receberam dieta livre de milho. Sendo assim, os pesquisadores
descreveram a tolerdncia oral como um estado em que a anafilaxia sistémica em
porquinhos-da-india era prevenida pela alimentagdo previa com proteinas do milho®>. Ao
longo do tempo (1946-1970) outros estudos relacionados com a tolerancia oral,
caracterizaram esse mecanismo como um evento imunolégico envolvendo a agdo de células
T supressoras>®. Em 1953, Peter Medawar descreveu o termo “tolerancia” pela primeira vez
em um artigo publicado na Nature, conceituando como um mecanismo na qual o sistema
imune previne a autoagressividade e, portanto, previne doencas autoimunes®’. Com a
chegada da descricdo da selecdo timica dos linfécitos T, das suas subpopulacdes e suas
diferentes fungdes, assim como das células B e T autoagressivas em individuos saudaveis,
estudos derivados demonstraram que a tolerancia imunoldgica natural ao préprio é um
processo ativo que depende da atividade das células T autoagressivas nado-inflamatérias
presentes no repertério normal do organismo*2°%>, Assim, a observacdo de que os
antigenos administrados por via oral poderiam suprimir as respostas imunes foi reconhecida
muito antes da era da imunologia moderna.

Na tentativa de controlar a progressao clinica de doencgas autoimunes humanas, varias
drogas imunossupressoras sdo utilizadas, porém sdo pouco especificas e podem levar a um
risco aumentado de infec¢cdes®®®l. Um tratamento terapéutico alternativo e supostamente
ideal para o controle dessas doencas é a inducdao da tolerancia imunoldgica, ou seja, a
inducdo de um estado ativo de ndo-reatividade especifico do sistema imune para um

determinado antigeno, através da exposicdo prévia do mesmo®. Essa falta de resposta
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celular pode prevenir a autorreatividade dos linfdcitos, reestabelecendo a tolerancia
imunoldgica. Em modelos experimentais de doengas autoimunes, onde ocorre a quebra da
tolerancia imunoldgica, tem sido possivel a regeneracdo da tolerancia pelo bloqueio da
doenga, através da administracdao de antigenos ou de peptideos contra os quais a resposta
imunolégica ocorre. Dentre os meios terapéuticos de inducdo da tolerancia, tais como
intravenosa, sublingual ou inalatéria, ha a administracdao de antigenos especificos por via
oral, baseada no mecanismo da tolerancia oral®®. No final da década de 1980, estudos
pioneiros usando modelos experimentais de doengas autoimunes evidenciaram o potencial
uso clinico da via oral para inibir doencas inflamatdrias®?. Um elemento Unico e distintivo da
via oral é a grande area de contato da mucosa intestinal e os diversos componentes
imunorreguladores que ela engloba.

Clinicamente, a tolerancia oral ocorre pela inducdo de um estado de ndo-
responsividade imunoldgica sistémica a um antigeno administrado oralmente apds desafio
subsequente com antigeno®3®4. Esse processo complexo se dd por meio da supressdo de
algumas respostas imunes e a inducdo de outras. A tolerancia oral em humanos foi
demonstrada por experimentos feitos por Husby e colegas em 19945, Apds essas
observagdes, varios estudos pré-clinicos e clinicos examinaram mais detalhadamente o
potencial uso da administracdo oral de antigenos especificos como uma alternativa
terapéutica para atenuar sinais clinicos de doencas inflamatérias®. Para um efetivo uso da
abordagem da tolerancia oral induzida por antigeno no tratamento terapéutico de doencas
autoimunes ou inflamatdrias, é requerido um entendimento claro nos eventos imunolégicos
bédsicos que ocorrem nos érgdos e sitios da mucosa intestinal®’. Tais eventos abrangem
respostas dicotomicas, sendo uma a imunidade inflamatdria intestinal e a outra sendo a

tolerancia.

4.2 Mecanismos da tolerancia oral

O intestino é um ambiente onde uma diversidade de micrébios comensais residem,
formando a flora intestinal. As superficies epiteliais do trato gastrointestinal estdo
constantemente expostas ao ambiente externo e sdo o local de entrada de muitos agentes
microbianos patogénicos que frequentemente causam infeccdes e podem causar doencas

locais ou sistémicas. Portanto, estabelecer e manter um controle adequado na quantidade e
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variedade desses microrganismos é crucial para prevencao de infeccdes oportunistas. A fim
de esquivar-se dos danos inflamatdrios dos agentes microbianos e manter tolerancia
imunoldgica a prdépria microbiota, o organismo desenvolveu uma rede complexa e diversa
no trato gastrointestinal com vdrios tipos de células imunes e estruturas que agem por meio
de mecanismos bem regulados que induzem a tolerancia, nos quais estdo presentes no
tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT)®. A mucosa do intestino delgado
humano tem um tamanho estimado de 300m? e ha por volta de 10*? células linfoides por
metro de intestino. Toda area intestinal e células residentes abrangem cerca de 130-190g de
proteinas absorvidas da dieta didria e cerca de 10*2/cm? de bactérias comensais (microbiota)
habitam o limen intestinal humano®’. O sistema imunoldgico intestinal hospeda cerca de
70% dos linfécitos periféricos para lidar com o grande nimero de bactérias comensais. Com
isso, o intestino constitui virtualmente o maior tecido imunitario periférico do corpo®®.

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 sdo estruturas linfaticas que controlam antigenos e bactérias nas areas luminais,
compreendem tanto o epitélio associado ao foliculo quanto as células imunes residentes nos
foliculos linfoides. A interagdao das PP com os antigenos leva a defesa imunoldgicas contra
patégenos, assim como a tolerdncia imunoldgica®. O epitélio intestinal associado ao foliculo
é composto principalmente por células M e vilosidades contendo enterdcitos que recobrem
as placas de Peyer, células caliciformes secretoras de muco e linfécitos intraepiteliais, nos
quais residem difusamente na |dmina prépria.’”® O epitélio associado ao foliculo forma a
interface entre o sistema linfoide intestinal e o ambiente luminal intestinal’. As células M
sdo especializadas na captacdo de antigenos luminais e microorganismos intactos, tais como
virus e bactérias, que sdo apresentados as células imunes do foliculo linfoide para gerar uma
resposta imune. Ja os antigenos solluveis podem ser adquiridos diretamente pelas células
fagociticas intestinais, ou passar através dos enterécitos ou passagens associadas as células
caliciformes antes da captura pelas DCs na ldmina prépria’®.

Os linfonodos mesentéricos (LMs) drenantes sdo considerados os principais locais
indutivos das repostas imunes aos antigenos intestinais, enquanto a lamina propria e o
epitélio da mucosa possuem funcdes efetoras e de memdaria. A captura e processamento do

antigeno luminal sdo iniciados nos locais indutores, onde as APCs ativam os linfécitos T CD4*,
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T CD8* e linfécitos B. Enquanto que os locais efetores alojam as células imunolégicas que,
uma vez ativadas, modulam a resposta imunoldgica e sinais inflamatérios. A célula efetora
primdria no epitélio intestinal é o linfécito intraepitelial, na qual é capaz de produzir
citocinas. A lamina prépria abriga numerosas células efetoras, incluindo as células B
produtoras de IgA, células T, macrofagos, DCs e mastdcitos’?. Além dos linfonodos
mesentéricos, outras estruturas também sdo consideradas como locais indutivos, tais como
as placas de Peyer. Porém, interessantemente, estudos demonstraram que os LMs s3o
essenciais e suficientes para o estabelecimento da tolerancia oral, na auséncia das placas de
Peyer’374,

Recentemente, foi evidenciado que os linfonodos drenantes intestinais sdo
imunologicamente distintos’>, suportando diferentes respostas imunoldgicas contra
antigenos luminais especificos dependendo do segmento intestinal que o linfonodo drena’®.
Isso porque a sinalizagdo dos genes de células dendriticas e estromais e a polarizacao das
células T contra o mesmo antigeno luminal diferem funcionalmente entre os linfonodos
intestinais drenantes. Os linfonodos intestinais proximais que drenam o duodeno e o jejuno,
onde as proteinas alimentares sdao absorvidas e processadas, favorecem a inducdo da
tolerancia por alojarem um maior nimero de DCs CD103* CD1lb* convencionais
tolerogénicas e induzirem células Tregs CD4* Foxp3* por meio da administracao oral de
antigeno. Por outro lado, os linfonodos distais que drenam o ileo e o célon, onde a maior
parte da microbiota intestinal estd localizada, favorecem respostas inflamatérias pois
hospedam mais DCs pré-inflamatérias e linfocitos Th17 apds o estimulo com o antigeno’®.
Essa divisdo linfatica favorece as atividades funcionais intestinais e previne conflitos
imunoldgicos locais, fazendo com que o intestino responda contra infeccdo do célon,
concomitantemente garante a tolerancia aos antigenos digeridos.

Os mecanismos de tolerancia oral imunolégica que produzem hiporresponsividade
sistémica apds administracdo oral de antigeno dependem do antigeno, da dose e da
configuracdo experimental utilizada. Esses mecanismos podem ser restritos ao
compartimento dos linfécitos T CD4*, isso porque a deplecdo dessas células anula o efeito da
falta de resposta imune’’ e, além disso, a transferéncia adotiva dessas células para um
animal naive transfere também a tolerancia’®. Outro ponto é que a tolerancia das células B

ndo é completa, uma vez que ocorre um bloqueio na producdo de anticorpos resultante da
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auséncia do auxilio das células T helper para as células B”.

O mecanismo primario associado a hiporresponsividade é a inativacdao direta de
linfocitos (anergia ou delecdo clonal), ou a modulacdo através das células T reguladoras
(supressao ativa). A supressdo ativa é mediada pela indu¢ao de Tregs no tecido linfoide
intestinal, nas placas de Peyer. O processo inicia-se pela captura do antigeno na lamina
propria por DCs que expressam CD103* e migram para os LMs onde induzem a diferenciagdo
de células T virgens para Tregs®, que ent3o se expandem e migram para o sistema
imunoldgico sistémico. Doses baixas do antigeno favorecem a supressao ativa, fazendo com
que as Tregs sejam capazes de suprimir ou prevenir a resposta de linfécitos autoagressivos
pela producdo de citocinas supressoras tais como o fator de crescimento de transformacao 3
(TGF-B), IL-4 e IL-10, resultantes do estimulo antigénico®'. Além disso, o sistema imune do
GALT também favorece a inducdo de células Th2. O TGF-f é uma potente citocina
imunossupressora e antiinflamatéria, e importante mediador do componente ativo da
tolerancia oral, produzida tanto pelas células T CD4* quanto CD8*. A geracdo da supressao
ativa parece estar associada a diminui¢cdo da resposta de hipersensibilidade tardia (DTH) que
ocorre apos a ingestdo do antigeno tolerogénico, 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
antigeno ingerido resulta em anergia ou delecdo clonal. A anergia clonal corresponde a um
estado de falta de resposta dos linfocitos ao antigeno, caracterizado pela auséncia de
proliferacdo celular e da secrecdo de IL-28. Este mecanismo estd relacionado com a
interacdo entre o TCR-antigeno-MHC, que na auséncia de moléculas coestimulatdrias nas
APCs (B7-1 ou B7-2), os linfocitos autoagressivos se tornam nao responsivos ao antigeno.
Células epiteliais intestinais, em seu estado normal, ndo expressam as moléculas
coestimulatérias B7-1 e B7-2, ou ICAM-1, responsaveis por sinais secundarios ao longo do
processo de ativacdo da célula T8. Ja a delec3o se refere a apoptose de clones de células T
autoagressivas. Todos esses mecanismos envolvidos na hiporresponsividade da tolerancia
oral, podem ocorrer simultaneamente e se sobrepor por possuirem algumas caracteristicas
similares, tais como a producdo de citocinas e a funcdo reguladora das células T anérgicas
assim como das Tregs®.

Portanto, a tolerancia induzida pela administracdo por via oral de antigenos pode ser

mediada pelos mecanismos de supressdao e anergia, dependendo da dose do antigeno,
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secrecdo de citocinas e o nivel de tolerancia periférica3>. A inducdo de supressdo ativa ocorre
inicialmente no GALT, enquanto a anergia ocorre tanto sistémica ou localmente3*. Sendo
assim, supde-se que o principal mecanismo pelo qual os antigenos administrados oralmente
induzem tolerancia se baseia na interagdo de antigenos protéicos com o tecido linféide
associado ao trato gastrointestinal, e a geracdo subsequente de células T regulatdrias ou

supressoras.

4.3 Modelos experimentais de tolerancia imunoldgica

A inducdo da tolerancia pela administragdo via oral de antigeno ou imunoterapia oral é
considerada como um tratamento alternativo para algumas doencas autoimunes, testadas
em doencas como artrite reumatdide, diabetes do tipo 1 e esclerose multipla®. O uso da via
oral para modular essas condi¢cdes inflamatdrias tem se mostrado eficaz na inducdo de
mecanismos imunorreguladores especificos e inespecificos®?. Essa abordagem possui um
diferencial vantajoso para o tratamento, uma vez que ndo causa imunossupressdo. Além
disso, ndo possui toxicidade, é de facil administracdo e tem direcionamento a um antigeno
especifico. Em modelos de doencas autoimunes experimentais, foi possivel a reducdo de
anticorpos e imunidade mediada por células com terapia de tolerancia oral®.

A utilizacdo de modelos experimentais, como camundongos transgénicos, é uma
ferramenta essencial para estudos que envolvem o entendimento dos mecanismos da
autoimunidade e da tolerancia imunoldgica. Isso porque esses modelos fornecem antigenos
especificos para determinados tecidos, e células T bem definidas com TCR que reconhecem
esses antigenos. Além disso, o uso de camundongos transgénicos, nos quais o autoantigeno
é conhecido facilita a anélise para intervencdes terapéuticas especificas para o antigeno®’.
Um dos modelos experimentais utilizados para estudos de tolerancia periférica é o
camundongo promotor de insulina de rato que expressa um modelo de autoantigeno, a
ovalbumina (OVA), ligada a membrana das células B pancreaticas, nos tubulos proximais do
rim e no timo (RIP-mOVA)®. Diferentemente dos camundongos diabéticos ndo obesos
(NOD), os RIP-mOVA ndo desenvolvem diabetes autoimune espontaneamente. Para a
inducdo da doencga nos animais RIP-mOVA, um método comum envolve a transferéncia ou
cruzamento com animais que possuem células que carregam TCRs especificos para o

autoantigeno expresso nas células B pancredticas dos animais RIP-mOVA. A transferéncia
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dessas células liga a célula T ao antigeno OVA, levando a uma resposta proliferativa
dependente de OVA, podendo acarretar ao desenvolvimento de diabetes autoimune nesses
animais®,

A insulina é um autoantigeno central na patogénese da diabetes autoimune, e a
expressao de insulina nas células epiteliais timicas sob o controle do Regulador Autoimune
(Aire) é considerada um componente crucial para manter a tolerancia a insulina. Isso porque
foi visto que modelos deficientes em Aire escapam da selecdo negativa timica, uma vez que
as células T especificas de insulina de alta afinidade sdo deletadas de maneira dependente
de Aire dentro do timo®°,

Estudos demonstraram a eficacia da insulina oral em atrasar e, em alguns casos,
prevenir o diabetes no modelo de camundongo NOD?:, além de validarem a eficacia da
administracdo oral de antigeno como tratamento alternativo de algumas doencas
autoimunes experimentais®®°2, Por outro lado, foi visto a indu¢do de uma resposta de
linfécitos T citotéxicos (CTL) pela administracdo oral de alta dose de autoantigeno em
camundongos RIP-mOVA, que levou ao inicio de doenga autoimune®?4. O estudo mostrou
gue a administracdo oral de autoantigeno (OVA), que levou a esses animais se tornarem
diabéticos, induziu uma resposta CTL-especifica mais efetiva quando uma unica dose alta foi
utilizada. Além disso, foi concluido que tratar oralmente com autoantigeno pode provocar
mais do que prevenir doencas. Isto ndo quer dizer que sempre ird induzir uma resposta
citotdxica, mas indica a possibilidade que o tratamento oral pode induzir dano autoimune®.

Apesar da indugdao da tolerancia oral ser um método atrativo e utilizado como
tratamento alternativo de algumas doencgas autoimunes experimentais, € necessaria uma
maior compreensao nos mecanismos envolvidos nesse método e, também, na forma de
administracdo do antigeno. 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 linfécitos T CD4*. Diante do exposto, o
objetivo principal deste estudo é avaliar celularmente a transformacdo das células T CD4*
em células autoagressivas, tanto da mucosa intestinal quanto dos linfonodos mesentéricos
do modelo experimento RIP-mOVA, resultando na possivel ativacdo de um perfil
autoagressivo ao administrar continuamente autoantigeno pela via oral. Ha pouco sustento

na literatura que envolva a constancia do estimulo antigénico oral, o enfoque do nosso
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trabalho gira em torno do termo imunolégico da continuidade. Nossa hipotese visa a quebra
da tolerancia e a geracdao de uma resposta autoagressiva pela continua presenca do

autoantigeno.

JUSTIFICATIVA

As doengas autoimunes acometem cerca de 5% a 10% da populagdo mundial
atualmente, sendo parte das doencas crénicas ndo transmissiveis mais comuns. Os estudos
ja realizados ainda ndo sdo suficientes para saber claramente a origem dessas doencas, o
que se sabe é que fatores genéticos, ambientais ou a combinagdo destes estdo diretamente
relacionados.

Doengas autoimunes cronicas como esclerose multipla, diabetes mellitus do tipo |,
artrite reumatoide entre vdrias outras ainda ndo possuem cura, para controlar os sintomas
sdo necessarias algumas estratégias terapéuticas, principalmente a imunossupressdao e
modulares da resposta imunoldgica. Uma estratégia alternativa é a inducdo de tolerancia
oral. Essa abordagem induz um estado ndo-responsivo por meio da supressdo celular e/ou
humoral do sistema imune a um antigeno especifico pela exposicdo prévia do mesmo
antigeno. Dentre as vias de administracdo do antigeno para inducdo da tolerancia
imunolégica, a via oral € muito comum para tal abordagem. No entanto, estudos mostraram
gue a administracdo de autoantigeno 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 tolerdncia pela administracdo oral continua de
autoantigeno. Os achados da pesquisa podem auxiliar para uma melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos na inducdo da tolerancia imunolégica oral, abrindo portas para
estudos que envolvam alvos terapéuticos para o tratamento de doengas autoimunes, como

a diabetes mellitus do tipo I.
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OBIJETIVOS

1. Objetivo geral
Estudar e avaliar, a nivel celular, a transformacdao das células TCD4* em células
autoagressivas, pela possivel quebra da tolerdncia ao administrar continuamente

autoantigeno pela via oral

2. Objetivos especificos

e Estabelecer a linhagem RIP-mOVA,;

e Induzir e avaliar a progressdo da diabetes autoimune em animais RIP-mOVA através
do tratamento oral do autoantigeno Ovalbumina por um periodo continuo;

e Analisar o perfil e a atividade regulatéria de células TCD4*Foxp3* na mucosa
intestinal, linfonodos drenantes e no pancreas durante a evolugao clinica da diabetes

autoimune em animais RIP-mOVA.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

1.1 Instalagdo e manutencao

Camundongos fémeas e machos da linhagem RIP-mOVA e C57BL/6 (B6), com 6-8
semanas de idade, foram obtidos do Laboratdrio Jackson (Bar Harbor, Maine, EUA),
estabelecidos como colonia no Centro de Reproducdo da Universidade de Campinas e foram
alojados e mantidos em condi¢Bes livres de patdgenos no Biotério de Instalagdo e
Manutencdo do departamento de Genética, Evolucdo, Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biologia da mesma universidade. Os animais tiveram acesso ad libitum a agua e
racdo especifica 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 Comité Universitario de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA

5606-1/2020).

1.2 Genotipagem

Os animais RIP-mOVA descendentes da matriz foram genotipados apds 4 semanas de
vida, a fim de manter aqueles com o gene de interesse. As técnicas utilizadas para
genotipagem seguiram protocolos padronizados em nosso laboratdrio, tais como extragao
de DNA via proteinase K, por meio da coleta de um pequeno pedaco da ponta da cauda dos
animais; Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional utilizando primers especificos

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

Tabela 1: Primers especificos para a linhagem RIP-mOVA destinados para a reacdo de PCR

dos animais.
Primer Sequéncia Temperatura de
anelamento
OVA (direto) CAA GCA CAT CGC AACCA 61°C
OVA (reverso) GCAATTGCCTTGTCAGCAT 61°C
Controle positivo CGA GCT CGAGCCTGCCTATCTTTC 61°C
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interno (direto) AGG TC
Controle positivo CGG GAT CCT AGT TGC AGT AGT TCT o

. 61°C
interno (reverso) CCAG

2. Modelo experimental de diabetes mellitus do tipo |

2.1 Gavagem

Os camundongos da linhagem RIP-mOVA foram imunizados em dose Unica por via
subcutdnea com 50 pL de Ovalbumina (OVA) 5mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA —
Cat n° A2512) em emulsdo 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). Apds 10 dias, alguns desses animais foram submetidos a administragao oral
pelo método de gavagem com 50 pL de Ovalbumina 60mg/0,5mL. Este método é feito pela
administracdo de substancias por via intragdstrica em roedores, por meio de uma canula
rigida de aco inoxidavel com extremidade arredondada. A substancia é introduzida pela boca
do animal, passando pelo es6fago e chegando ao estbmago, onde é depositada. O restante
dos animais imunizados via subcutanea com OVA, foram submetidos a administracdo 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 a administragao oral via gavagem com

50 pL de Ovalbumina 60mg/0,5mL.

2.2 Monitoramento da glicemia

Foi medida a glicose dos animais em jejum de 3 horas com um glicosimetro padrdao em
dias alternados, desde o primeiro dia da administracdo oral por gavagem ou por ingestao
voluntaria. 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
glicosimetro, na qual foi obtida a quantidade de glicose. Foi levado em consideracdao o
diagndstico de diabetes em camundongos com glicose no sangue acima de 250mg/dL%>°¢ em

pelo menos duas medi¢des subsequentes.



35

2.3 Ingestao voluntaria

2.3.1 Tratamento com OVA por 3 semanas

Os camundongos RIP-mOVA com 9 semanas de vida foram divididos em trés grupos,
sendo um imunizado por via subcutanea com 100 uL de OVA 5mg/mL em emulsdo com
adjuvante completo de Freund (CFA) suplementado com 4mg/mL de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra inativada por aquecimento. Apds 7 dias, os animais deste grupo foram
submetidos a outra dose de 100 puL de OVA 5mg/mL em emulsdo com adjuvante incompleto
de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA — Cat n° F5506), para completar a
imuniza¢cdo. Concomitante com o dia do grupo que recebeu a primeira dose de imunizagao,
outro grupo foi montado para receber o tratamento oral de OVA 4mg/mL diluida na agua
dos bebedouros mantidas nas gaiolas, como Unica fonte de liquido para os animais, método
denominado ingestdo voluntaria. Normalmente cada camundongo ingere cerca de 5 mL de
agua por dia, portanto, cada animal recebeu cerca de 20 mg de OVA em um periodo de 24
horas®!, recebendo o antigeno gradualmente ao nivel do intestino. Por fim, como grupo
controle, os animais ndo receberam imunizacdo e nem tratamento oral com OVA. O

tratamento oral teve duracdo de 3 semanas.

2.3.2 Tratamento com OVA por 5 e 10 semanas

Os animais das linhagens C57BI/6 e RIP-mOVA foram divididos em grupos por
linhagem, e dentro de cada foram divididos em subgrupos por condi¢do de tratamento. Um
subgrupo foi imunizado por via subcutdnea com 100uL de OVA 5mg/mL em emulsdo com
CFA suplementado com 4mg/mL de Mycobacterium tuberculosis. Apés 7 dias, os animais
foram submetidos a outra dose de 100uL de OVA 5mg/mL em emulsdo com IFA, para
completar a imunizagao. 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 ingestdo voluntaria. 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 periodos mais longos, os grupos experimentais ficaram em

tratamento oral por 5 e 10 semanas.
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3. Obtencao de células

Apds a eutandsia dos animais por meio da sobredose do anestésico inalatério
Isoflurano, foram retirados e utilizados os linfonodos mesentéricos e baco de todos os
grupos de animais. Esses drgaos foram extraidos assepticamente e macerados em PBS 1x
com auxilio de um émbolo em um cell strainer de 40 e 100 pg. A suspensdo celular foi
centrifugada a 1200 rpm por 8 minutos a 4°C. Excepcionalmente o bag¢o foi tratado com
tampdo de lise de hemacias (ACK), lavado com PBS 1x e centrifugado a 1200 rpm por 8
minutos a 4°C. Ao fim da centrifugacdo, as células de cada érgdo estavam prontas para o

experimento.

4. Analises das células por citometria de fluxo

As suspensoes celulares foram marcadas com um painel de anticorpos monoclonais
anti-mouse CD3, CD4, CD8, CD25, Foxp3, CTLA-4, T-bet e RoryT (BD-Biosciences) diluidos em
PBS 1x na proporcdo de 1:200 para cada drgdo de cada animal, tendo um painel especifico
desses anticorpos para cada periodo de tratamento dos grupos experimentais (Tabela 2). Os
marcadores intracelulares foram marcados overnight, e logo apds, as células foram
adquiridas pelo citdmetro de fluxo FACS Symphony A5 (BD Biosciences). Os dados celulares
obtidos pela citometria foram analisados pelo software Flowlo 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 6rgdos dos animais

segundo o periodo de tratamento de OVA oral.

Periodo de tratamento OVA . .
Painel de anticorpos
Oral IV
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, RoryT
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5. Preparacao e avalia¢ao histoldgica do pancreas

Foram selecionados 3 animais RIP-mOVA e 3 C57BI/6 referentes ao grupo de OVA
oral por 10 semanas, e 2 de cada linhagem do grupo controle (sem tratamento), foram
coletados os pancreas, e armazenados em formalina tamponada a 10%. Posteriormente, as
amostras passaram por processo de desidratagdo em solugdes com concentragdes
crescentes de dlcoois, foram diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de paraplast. Foram
feitos cortes histoldgicos de 5 um de espessura e montados em laminas. Apds, foi feita a
coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) nas laminas para avaliacdo de presencga ou auséncia
de infiltrado inflamatdrio nas células B pancreaticas. Para as rea¢des de imunohistoquimica,
as laminas de cada animal foram mantidas em estufa a 60°C durante 12h para
desparafiniza¢do. Logo apds, as laminas foram submetidas ao processamento de hidratacdo
por imersdao em xilol, solucGes decrescentes de concentracdo de alcoois e agua destilada. A
recuperacao antigénica foi feita através de aquecimento dos cortes em tampao citrato pH
6,0 por 10 minutos em aparelho microondas. Em seguida, foi utilizada a caneta hidrofébica
para isolar os cortes a fim de realizar o bloqueio da peroxidase enddégena por 30 minutos.
Apds a lavagem, foi utilizado solucdo de blocking buffer para bloqueio das ligacGes
inespecificas e, em seguida, foi adicionado anticorpo primario Insulin, rabbit policlonal (Bio
SB) e foi incubado overnight. Apds lavagem, foi adicionado anticorpo secundario anti-rabbit.
A reacdo foi revelada com DAB (DAKO) e contracorada com hematoxilina e, logo apds, os
cortes passaram pelo processo de desidratacdo em solugdes com concentragdes crescente
de alcoois para finalizacdo das laminas.

Todas as laminas contendo os cortes, tanto as de HE quanto as de imunohistoquimica,
foram analisadas em microscopio 6ptico (Leica, modelo DM2500) Upright de Campo Claro
para imagens em RGB acoplado a camera fotogréfica, por meio do software Prime 9.8 (Prime
Life Science Corp.). O microscépio Optico fica localizado no Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Fotonica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) na Universidade Estadual de
Campinas.

Para andlise morfométrica, foram selecionadas e fotografadas de quatro a cinco
ilhotas aleatérias por seccdo para posterior dimensionamento total da ilhota e
imunomarcado para insulina. Para as analises das areas foi utilizado o software Image J

1.54g (National Institutes of Health, USA). Para andlise da circularidade das ilhotas foi
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aplicada a seguinte formula: C=4A/P?, onde C é a circularidade, A é a drea média da ilhota e
P é o perimetro da ilhota. A circularidade é uma medida de redondeza de um objeto, um
circulo perfeito tem C=1%. A partir dessas anélises, foram feitos os célculos para obtencdo
da porcentagem da area de insulina (fragdo da drea imunomarcada com insulina pela area
total da ilhota) e os resultados foram plotados em gréaficos do software GraphPad Prism

8.0.1 (Dotmatics, Boston, Massachusetts, USA).

6. Analise estatistica
Para analise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 8.0.1 (Dotmatics,
Boston, Massachusetts, USA). Inicialmente foi testada a distribuicdo normal dos dados. Para
comparac¢do entre os grupos experimentais e comparacao das diferencas de cada grupo nos
tempos 3, 5 e 10 semanas foi utilizado o teste Two-Way ANOVA, com pods-teste de
comparac¢des multiplas Tukey e Sidak. O nivel de significancia estatistica adotado foi de P <

0,05. Os resultados estdao apresentados como média + erro padrdao da média (EPM).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Manutengdo e genotipagem dos animais RIP-mOVA
Para o desenvolvimento desta pesquisa experimental, os camundongos da linhagem
RIP-mOVA (RIP) foram genotipados para confirmacdo da expressdo do transgene que
caracteriza a linhagem (proteina OVA na membrana de células B pancreaticas sob a
influéncia do promotor da insulina de rato), utilizando técnicas ja 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 realizacdo dos experimentos e cruzamentos.

A - B [—.
475 pb m—)
320 pb —)
P 320 pb
Negativo (-) Positivo (+)

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. Administragdo oral de OVA via gavagem e monitoramento da glicemia
O método para administrar a proteina OVA pela via oral nos animais RIP-mOVA, a
priori, foi por meio da gavagem, método baseado na ingestdo involuntaria. Esses animais

foram divididos em trés grupos segundo o tipo de administracdo da OVA (Tabela 3).

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

procedimento experimental (imunizacdo via subcutanea e/ou via gavagem).
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Imuniz. via subcutanea .
1 OVA PBS 1x oral via gavagem
Imuniz. via subcutanea .
2 OVA OVA Oral via gavagem
3 Nao imunizado OVA Oral via gavagem

Foi medida e monitorada a glicose sanguinea dos trés grupos experimentais 3 vezes

por semana a partir do dia que foi feita a administracdo 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 ndo chegaram a

250mg/dL®>%® (Fig. 2).

A 200
180-
160-
140-

120

Glicose sanguinea mg/dL

1007

NS AN DA g > DN PP

Dias apos

tratamento

-o- |munizado + PBS oral
-o- |munizado + OVA oral
-o- S/ imunizar + OVA oral

9000

8000

AUC (95% CI)
I-.J
=3
T

7385 a8142

6404 a 6929 7264 a7763




41

Figura 2: Desenvolvimento da glicemia dos grupos experimentais ao longo de 9 semanas
representado pelo (A) gréfico de pontos, onde cada cor representa um grupo, e pela (B)
tabela com dados baseados na andlise estatistica de area sob a curva definida pelo grafico A.
A tabela mostra o valor da area sob a curva, com seu respectivo desvio padrao e intervalo de
confianca (Cl) de 95% de cada grupo experimental. (n=4). Ao lado ha um gréfico de barras

representativo da area sob a curva definido pela tabela.

Apesar dos grupos nao atingirem ao escore clinico indicativo da doenga, houve uma
tendéncia a hiperglicemia em dois dos grupos experimentais. O grupo que foi tratado
somente com OVA oral via gavagem mostrou valores glicémicos altos (entre 127 mg/dL a
165 mg/dL) em comparagdo aos outros dois grupos. Enquanto o grupo imunizado por via
subcutanea com OVA e tratado oralmente com PBS 1x via gavagem obteve glicemia maior
(entre 118 mg/dL a 177 mg/dL) em comparagdo aos outros dois grupos. Ja o grupo
imunizado com OVA e tratado oralmente com OVA via gavagem mostrou uma tendéncia 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 Unica dose da OVA, de
forma injetada ou oral, apresentaram nivel glicémico 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 glicémicos mantiveram-se mais estaveis em comparacdo aos outros dois grupos. Essa
diferenca entre os grupos foi avaliada estatisticamente pela drea sob a curva (Fig. 2B)
derivada do grafico da glicemia dos grupos (Fig. 2A), onde o grupo que recebeu duas doses
de OVA (Imunizado + OVA oral) resultou em um valor inferior da area sob a curva, assim
como também o seu intervalo de confianca ndo chegou a um valor préximo do intervalo dos
outros dois grupos. Em contrapartida, os grupos que receberam apenas uma dose de OVA
(Imunizado + PBS oral e ndo imunizados + OVA oral), independente da via, resultaram em
valores maiores da area sob a curva em relagdo ao grupo que recebeu duas doses de OVA.
Ademais, os valores de intervalo de confianca dos dois grupos ficaram mais préximos entre
si (Fig. 2B).

Nossos dados sugerem que a imunizacdo injetavel de OVA seguida da administracao
oral de OVA nos animais RIP-mOVA apresenta uma tendéncia de glicemia baixa e mais

estdvel, em relagcdo aos grupos que so receberam uma dose de OVA. Essas observagdes
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podem indicar a uma tendéncia a tolerdncia do autoantigeno OVA nos animais RIP-mOVA,
assim como descrito na literatura®®. Apesar da proteina OVA ser um autoantigeno para o
animal RIP-mOVA, o estimulo do autoantigeno por meio de uma Unica via, independente da
via de administrag¢dao, pode ter levado a um estado menos tolerogénico, visando a glicemia
mais alta e instavel quando comparado aos outros que receberam duas doses. Apesar de
nao ter obtido resultados significativos, podemos indicar que a variacdo dos valores
glicémicos frente ao estimulo do autoantigeno depende da quantidade de doses do mesmo,
independentemente da via de administracgao.

Decidimos suspender a abordagem da gavagem para os experimentos posteriores
para evitar a possibilidade de causar lesdes no es6fago dos animais e angustia associada a
contengcdo. Embora a comprovagao de sua eficacia, se trata de um método invasivo que
poderia causar inflamacdo e levar a um evento paralelo que mascarasse os resultados dos
experimentos. Levando em consideragao esses possiveis fatores, decidimos adotar o método
de ingestdao voluntdria para administracdo oral da proteina OVA nos animais para os

experimentos posteriores.

3. Administra¢ao oral de OVA via ingestao voluntaria e monitoramento da glicemia
Visando o objetivo da pesquisa, os camundongos RIP-mOVA e C57BI/6 (B6) foram
submetidos a OVA oral por ingestdo voluntaria em trés periodos diferentes ndao paralelos,
que serdao melhor abordados posteriormente. Como grupo controle, os animais ndao foram
tratados com OVA, ingerindo apenas dgua. Um dos periodos testados foi de 10 semanas, na
qual foi monitorada a glicose sanguinea de cada grupo experimental (Tabela 4) ao longo
desse periodo, a partir do primeiro dia que se iniciou o tratamento oral de OVA ao longo

desse periodo.

Tabela 4: Grupos experimentais das linhagens RIP-mOVA e C57BI/6 (controle), sendo um dos

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

Linhagem Tratamento
C57BI/6 Sem _ OVf‘ Oral porl _
tratamento ingestdo voluntaria
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Sem OVA Oral por

RIP-mOVA . o .
tratamento ingestdo voluntdria

Por meio do monitoramento da glicemia, pudemos observar uma diferenca nitida de
valores glicémicos entre as linhagens, os dois grupos de animais RIP-mOVA tiveram valores
mais elevados em relagdo aos C57BI/6 (Fig. 3A-B). Esses resultados sugerem que os animais
RIP parecem ter a glicemia elevada naturalmente mesmo sem nenhum estimulo antigénico
oral. Quanto a diferenga entre grupos de cada linhagem, o grupo de animais RIP-mOVA que
recebeu o tratamento de OVA oral continua, teve a glicemia um pouco mais alta em relacao
ao seu grupo controle. E possivel observar uma tendéncia dessa diferenca pela analise
estatistica de drea sob a curva derivada do gréfico 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) grafico de pontos sobrepostos dos valores individuais de cada grupo,

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

representa um grupo, e pela (C) tabela com dados baseados na analise estatistica da area
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sob a curva (AUC) definida pelo grafico B. A tabela mostra o valor da area sob a curva, com
seu respectivo desvio padrdo e intervalo de confianga (ClI) de 95% de cada grupo
experimental (n=3). Ao lado ha um grafico de barras representativo da area sob a curva

definido pela tabela.

Nossos dados apontam que o estimulo continuo da OVA pela via oral ao longo de 10
semanas em animais que expressam OVA, tendem a ter um perfil glicEmico mais elevado.
Outra observacao interessante obtida por meio do monitoramento glicémico foi que a
glicemia dos animais RIP-mOVA de ambos os grupos apresentou um perfil mais instavel em
comparagdo aos grupos da linhagem C57BI/6 (Fig. 3B). Essa instabilidade nos valores
glicémicos ao longo do periodo se mostrou mais evidente no grupo de animais RIP-mOVA
qgue foram tratados com OVA oral, enquanto seu grupo controle manteve a variacdo mais
parecida com os grupos da linhagem C57BI/6, tendo um perfil glicEmico mais estavel (Tabela
5). Pode-se dizer que o estimulo continuo do autoantigeno OVA para os animais RIP-mOVA
resultou em uma tendéncia a glicemia alta e instavel ao longo de 10 semanas, em relagado ao
grupo controle, chegando proximo ao valor referente da diabetes autoimune

(250mg/dL>>%),

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

linhagem ao longo de 10 semanas, do valor minimo ao valor maximo.

C57BI/6 RIP-mOVA

Controle 129 a 111a
180mg/dL 227mg/dL

123 a 146 a
OVA Oral 182mg/dL 213mg/dL

Ao compararmos o grafico da glicemia dos animais tratados com OVA oral por
ingestdo voluntdria (Fig. 3) com o grafico da glicemia dos animais tratados com OVA oral por
gavagem (Fig. 2), podemos confirmar que uma dose de OVA ndo afeta significativamente os
valores glicémicos de animais RIP-mOVA. Isso porque o grupo que foi imunizado com OVA e

0 grupo que recebeu OVA oral por gavagem, além de apresentarem uma glicemia mais alta
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guando comparados com o grupo que recebeu duas doses de OVA, também tiveram valores
mais varidveis (Fig. 2A). Esse perfil glicEmico 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
imunizacdo subcutanea e via oral por gavagem) administradas aos animais RIP, fizeram com
que a glicemia se mantivesse mais baixa e mais estavel, diferentemente do estimulo de uma

Unica dose ou do estimulo continuo de OVA, onde os niveis glicEmicos se mostraram altos.

4. Analise morfolégica e imunohistolégica do pancreas
Apds 10 semanas de tratamento oral com OVA, os animais foram eutanasiados e os
pancreas foram retirados para experimentos histolégicos. As seccbes histolégicas dos
pancreas dos grupos de animais RIP-mOVA e C57BI/6 foram corados com HE a fim de
localizar as ilhotas pancreaticas (ilhotas de Langerhans) e verificar as suas caracteristicas

morfoldgicas (Fig. 4).
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Figura 4: SeccOes histoldgicas coradas com HE do tecido pancreatico representando ilhotas
pancreaticas (setas) dos animais da linhagem (A-B) C57BI/6 e (C-D) RIP-mOVA dos grupos (A-
C) controle e (B-D) tratados com OVA pela via oral por 10 semanas. (E) Area média e (F)
circularidade média das ilhotas de cada grupo/linhagem (n=4-5). Na circularidade, quanto
mais perto do valor 1, mais préoximo a um circulo perfeito. A cor azul representa o grupo
controle e a cor vermelha representa o grupo tratado com OVA oral por 10 semanas.

Ampliagao x200, barra de escala = 50um.
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As ilhotas pancreaticas dos animais da linhagem C57BI/6 mostraram-se menores em
area (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 drea maior em relagdo aos animais B6, e outras
menores, sem seguir um padrdo. A citoarquitetura das ilhotas pancredticas dos animais RIP
controle mostrou-se varidvel, preservando o formato padrdao na maioria das ilhotas. Por fim,
as ilhotas pancredticas dos animais RIP tratados com OVA oral ndo apresentaram diferencas
significativas no tamanho da drea em relacdo ao grupo RIP-mOVA controle (Fig. 4E). No
entanto, houve uma maior densidade de ilhotas de tamanhos grandes em relagdo a
pequenas por seccao 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
qgue recebeu OVA oral apresentou uma tendéncia fora do padrdao morfoldgico, com formato
nao redondo, em comparag¢ao ao grupo controle da mesma linhagem (Fig. 4F).

Para identificar a funcdo ativa das células B pancredticas nas ilhotas dos grupos
experimentais, foi realizado o método de imunohistoquimica. A coloragdo marrom

caracteriza a expressao de insulina nas ilhotas dos animais (Fig. 5).
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Figura 5: Sec¢Oes histologicas marcadas com anti-insulina do tecido pancreatico
representando ilhotas pancreaticas (setas) dos animais da linhagem (A-B) C57BI/6 e (C-D)
RIP-mOVA dos grupos (A-C) controle e (B-D) tratados com OVA pela via oral por 10 semanas.
(E) Area fracional de insulina (expressdo 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. Ampliagcdo x200, barra de escala = 50um.
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Na figura 5 pode-se observar uma forte marcacdo representando a alta expressao de
insulina nas ilhotas pancreaticas de todos os grupos/linhagens. Embora ndo houver
diferenca significativa na expressdo de insulina entre os grupos (Fig. 5E), algumas das ilhotas
dos animais RIP-mOVA que recebeu OVA oral apresentaram uma menor expressao de

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

Figura 6: SeccOes histoldgicas das ilhotas pancredticas dos animais RIP-mOVA tratados com
OVA oral por 10 semanas, marcadas com (A) HE e (B) anti-insulina. Ampliacdo x400, barra de

escala = 50um.

Sabe-se que durante a progressdao clinica da DM1, uma das caracteristicas
histolégicas do pancreas é a reducdao do tamanho das ilhotas assim como a reducdo de
volume e densidade, refletindo uma deficiéncia na secre¢do de insulina pela destruicdo de
células B*°. A drea de algumas ilhotas nos animais RIP-mOVA controle apresentaram-se
grandes, em relacdo ao grupo controle dos animais C57Bl/6, sugerindo que esse tamanho
pode ser considerado caracteristico da linhagem em condi¢Ges normais. Pode-se relacionar
a drea grande com a idade dos animais RIP, e ndo com algum fator fisioldgico, visto que com
o passar do tempo as ilhotas desses animais se expandem?!®, Apesar de n3o houver
diferencga significativa na area das ilhotas dos animais RIP-mOVA que receberam OVA oral
por 10 semanas, houve uma aparente alteracdo na citoarquitetura na maioria das ilhotas,
em comparag¢ao ao grupo controle. Além disso, na maioria das ilhotas a insulina mostrou-se
fortemente marcada, indicando a atividade regular das células B pancredticas. No entanto,
algumas ilhotas dos animais RIP tratados com OVA oral, principalmente as menores,

apresentaram menor darea fracional de insulina. Baseado no tépico anterior, esse grupo de
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animais ndo chegou a desenvolver doenca, mas obtiveram valores glicémicos elevados.
Assim como nao houve redugdo das ilhotas pancreaticas nesse grupo, porém houve uma

tendéncia a alteracdo no formato e na expressao de insulina.

5. Analise celular dos linfocitos T CD4*

Em um primeiro momento foi realizado o tratamento de OVA oral por ingestdo
voluntaria somente com os animais RIP-mOVA durante o periodo de 3 semanas. Estes foram
divididos em trés grupos seguindo a condicdo 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 clinicos comparativos entre a linhagem-alvo (RIP-mOVA)
com a linhagem background (C57BL/6J). Os grupos experimentais criados para cada periodo
de tratamento mantiveram-se similares, com pequenas modificacdes entre eles (Tabela 6).
Cada periodo de tratamento foi determinado baseado nos resultados do experimento
anterior, visando a inducdo da quebra da tolerancia pelo tempo do estimulo antigénico

continuo.

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/6))

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

OVA Oral por ingestdo
voluntaria

OVA Oral por ingestao
voluntaria

OVA Oral por ingestao
voluntaria

Imuniz. via subcutanea
OVA (2 doses)

Imuniz. via subcutanea
OVA (2 doses)

Imuniz. via subcutanea
OVA (2 doses)

Controle

Imuniz. via subcutanea
Adjuvante

Imuniz. via subcutanea
Adjuvante

A fim de observar e comparar o perfil celular da resposta regulatéria do sistema
imune ao estimulo continuo da OVA oral em cada periodo e cada grupo, analisamos a
expressdao de células T CD4* Foxp3* (Tregs) no baco e nos linfonodos mesentéricos

provenientes de animais RIP-mOVA e C57BL/6. Com esses dados foi possivel verificar o
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engajamento das células Tregs frente ao estimulo oral continuo de OVA, como um
autoantigeno e como um antigeno nao préprio, administrada pela via oral de forma continua
por determinados periodos. A figura 7A-B representa os graficos da porcentagem
populacional de células T CD4* Foxp3* do baco e linfonodos mesentéricos dos grupos
experimentais que receberam OVA oralmente durante o periodo de 3, 5 e 10 semanas

(Tabela 6).

Controle

Im. OVA

OVA Oral

3 semanas 5 semanas 10 semanas
RIP-mOVA C57BI/6 RIP-mOVA C57Bl/6 RIP-mOVA
1° 0
5
'y - 5 CD4~+Foxp3+
0 L ' nE 048
" CD4+Foxpae R CD4Foxp3e
1o 147 10?4 126
10t
3 10 1094
3 5
ot E 10 10
a .
0’ .
10° 10’4 Y
0 K | o
* n ' 0 !
3
10?4 3
0? 1?4
u” ™ o v T ™ T -. T ¥
10 o W o wtow 10 w0* 0 ] 10? 10t
n° o |IIB 3
7 7
+ w o w < ‘
1o CD4+Forpds 1 CO#sFoxp3t 0 1
10° 3413 w4 281
10° 4 w4
s e
10" e | ' 10
P - 3 -
o 1w wq
° 3 i
0% 3 X 3
0% 3 10° 4
T T T o T T T T v T v T w " L
0 10 w 0 0t 10° 10? 0 wt 10* 0 -10° 10t -10 o 10 10
w0’ o 10 o
5
1 o
w' g W A ' 1t 041 Foxp3e
. CD4sFoxp3s CDa+Faxp3+ ’
[ | 225 10° 4 143
10t 5
10° o 1% o
L] i o
10t o i 10 10
]
' o
w0 o 10° o
o o
1 o q o . o ] i
13 g
* ey T T 0’ 4 07
r T T " T ol T T L el T T w v v
o 1t 10* o n? 0° 10® o \u‘ vu5 |ns m) o lw3 10t Wi o N] lD‘



Controle

Im. OVA

OVA Oral

53

3 semanas 5 semanas 10 semanas
I RIP-MOVA | I C57B1/6 RIP-mOVA | I C57BI/6 RIP-mOVA |

CD4+FoxP3+ CDa+FoxPI+

10t 9,90

CD4-+FoxP3+ CD4+FoxP3+
0,84

|

CD4+FoxPI+
8,23

CD4-+FoxP3+ CD4+FoxP3+
140 0,89

CD4+FoxPI+

CD4-+FoxP3+
277

Ml

Figura 7: Graficos representativos de citometria de fluxo com gates de células T CD4*
Foxp3* demonstrando o perfil da porcentagem dessas células no (A) baco e (B) linfonodos
mesentéricos de camundongos apds os periodos da administracdo continua de OVA oral (da
esquerda para direita: 3, 5 e 10 semanas). Obs.: O grupo controle referente ao periodo de 3
semanas nao 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 baco dos animais do grupo que recebeu OVA oral
por 3 semanas em comparacao a todos os outros grupos, incluindo o dos periodos mais
longos (Fig. 7A e 8A — 3 semanas). Sabe-se que os animais RIP-mOVA expressam OVA nas
células B pancredticas e s3o tolerantes a OVA exdgena®®. Devido a isso, hd uma grande
participacdo das células regulatérias em resposta ao estimulo oral do autoantigeno nesses
animais para formar um ambiente tolerogénico. Nossos dados mostraram que esse
engajamento de Tregs ocorre mesmo com o estimulo oral antigénico continuo durante 3
semanas. Além disso, o grupo que recebeu imunizacdo de OVA via subcutanea mostrou uma
menor expressdao em porcentagem de Foxp3 pelas células T CD4* em relagdo aos outros dois

grupos do mesmo periodo (Fig. 7A e 8A — 3 semanas).
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Figura 8: Porcentagem e intensidade média de fluorescéncia (MFI) de células T CD4* Foxp3*
representados em graficos de coluna comparativos do (A) baco e dos (B) linfonodos
mesentéricos dos grupos de animais RIP-mOVA divididos em cores. Os grupos sao
comparados entre os periodos que foram tratados com OVA oral. Obs.: O grupo controle
referente ao periodo de 3 semanas ndo foi imunizado e nem tratado com OVA oral,

enguanto que o controle de 5 e 10 semanas foi imunizado somente com adjuvante completo
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de Freund. Os valores estdo 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 bago dos animais da linhagem controle, tanto tratados por 5 ou 10 semanas com
OVA oral, apresentaram uma expressdo populacional de células T CD4* Foxp3* maior em
relacao aos animais RIP-mOVA (Fig. 7A). Ao acompanhar o fenétipo das células T regulatérias
periféricas dos animais que foram estimulados oralmente com OVA ao longo dos periodos,
foi possivel observar a decrescente porcentagem dessas células, especialmente nos animais
gque expressam OVA. Outra observacao foi em relagdao ao grupo que recebeu imunizagao
com OVA, a porcentagem de células T CD4* Foxp3* no baco dos animais RIP-mOVA ndo
revelou uma linearidade crescente nem decrescente ao longo dos periodos.

Nos linfonodos mesentéricos dos animais, a porcentagem de células T CD4* Foxp3*
entre os grupos e linhagens se mostrou diferente do bago. No grupo tratado com OVA oral
dos animais RIP-mOVA, houve uma diminuicdo de Tregs no periodo de 3 para 5 semanas, no
entanto no periodo de 10 semanas houve um aumento dessas células (Fig. 7B) em relacdo
aos periodos anteriores. No entanto, se observarmos o perfil de intensidade média de
fluorescéncia (MFI) do marcador de Tregs, ha uma diminuicdo da expressdo dessas células
ao longo dos periodos (Fig. 8B). Ao analisar todos os grupos de ambas linhagens do periodo
de 10 semanas em comparacdo aos outros dois periodos, 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 expressdao de Foxp3, tanto em
porcentagem de populagdo quanto de MFI, em relagdo ao grupo controle e o grupo
imunizado com OVA do periodo de 10 semanas (Fig. 8B).

Sabe-se que o perfil de células T regulatérias que ativam outras células e citocinas
para induzir um ambiente tolerogénico a um determinado antigeno depende de diversos
fatores, tais como a via de inducdo, o tipo de estimulo antigénico, quantidade do estimulo,
origem, entre outros. Visto isso, nossos resultados mostraram que em uma situacao de
autoantigeno, por meio do estimulo continuo pela via oral, hd uma diminuicdo de Tregs a
longo prazo (10 semanas). Acreditamos que o contato continuo da OVA no intestino dos
animais RIP-mOVA por meio da administracdo oral durante 3 semanas, manteve o fenétipo

normal das Tregs ao autoantigeno oral pois estimulou uma via tolerogénica. Além disso, o
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periodo curto e constante do estimulo também favoreceu um maior recrutamento de
células T CD4* Foxp3* em resposta ao autoantigeno nos animais RIP-mOVA, propicio a um
ambiente tolerogénico. Contudo, ao estimular de forma persistente, houve tanto uma queda
de células T regulatérias quanto um aumento da glicemia, podendo tender a uma perda de
tolerancia ao autoantigeno. Isso porque ao tratar os animais RIP-mOVA com OVA oral, foi
perceptivel a queda de células T CD4* Foxp3* ao longo dos periodos. Interessantemente, no
baco dos animais RIP-mOVA houve maior porcentagem de células Tregs do que a
intensidade média de fluorescéncia do marcador dessas células, em contrapartida, nos
linfonodos mesentéricos desses animais ocorreu o oposto em todos os periodos de
tratamento. Relacionamos esse dado com a literatura, visto que a administracdo oral com
antigeno pode gerar tolerancia principalmente em grande parte no sistema imunoldgico da
mucosa local, apesar de poder ocorrer tolerdncia sistémica em certo nivel. E dentre os
tecidos linfoides locais, estudos indicam que os linfonodos mesentéricos sdo os principais
locais de inducdo de tolerdncia oral*?l. Sendo assim, parece haver uma maior quantidade de
Tregs nos linfonodos mesentéricos do que no baco.

Consideramos que a continuidade do estimulo antigénico em dose baixa>® é um fator
que influencia a mudanca ou manutengao do fendtipo de células T regulatérias, dependendo
do tempo do estimulo. A inducdo da tolerdncia é dependente da dose do antigeno*, 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 antigeno pode
levar a induc3o da tolerdncia®8. Em nossos dados, o estimulo via gavagem com duas doses de
OVA foi considerada uma dose baixa que resultou em baixos niveis de glicemia, assim como
o estimulo continuo do antigeno em dose baixa por 3 semanas resultou na alta porcentagem
de Tregs. Por outro lado, a persisténcia do estimulo antigénico ao aumentar o tempo (10
semanas) resultou na mudanca de fendtipo das Tregs e no aumento da glicemia. Logo
podemos dizer que o estimulo foi em dose alta se considerarmos todo o periodo de
tratamento oral.

Os grupos controles do periodo de 5 e 10 semanas tiveram um perfil baixo de células
Tregs similares entre as linhagens de cada periodo, isso porque o estimulo 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. Analise do receptor inibitdrio CTLA-4 em células T regulatodrias

Analisamos a presenca da molécula coinibitéria CTLA-4 dentro da populagdo de

células T CD4* Foxp3* do baco e linfonodos mesentéricos dos animais RIP-mOVA. As células T

CD4* foram identificadas por citometria de fluxo (Fig. 9A e 10A).
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Figura 9 — Frequéncia de Foxp3 e CTLA-4 (BACO): Graficos representativos de marcadores

dentro de células T CD4* do bago dos animais RIP-mOVA, sendo (A) a estratégia de gate para

identificacdo de linfocitos T CD4*, e (B-C) histogramas dos marcadores para células T CD4*

Foxp3* (esquerda) e do receptor inibitério CTLA-4 (direita) expresso nas células T CD4*
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Foxp3*. Além dos grupos experimentais, os histogramas foram comparados baseado nos
periodos de tratamento oral de OVA, sendo (B) do periodo de 3 semanas e (C) de 10

semanas.
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(B-C) histogramas dos marcadores para células T CD4* Foxp3* (esquerda) e do receptor

inibitério CTLA-4 (direita) expresso nas células T CD4* Foxp3*. Além dos grupos
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experimentais, os histogramas foram comparados baseado nos periodos de tratamento oral

de OVA, sendo (B) do periodo de 3 semanas e (C) de 10 semanas.

A frequéncia das Tregs mostrou-se maior no bago 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 tépico anterior, se
tratando da linhagem RIP-mOVA que recebe OVA pela via oral, é esperado a inducdo de
células tolerantes a esse autoantigeno. Nossos resultados mostram que ha um recrutamento
grande de Tregs ao estimulo antigénico por um curto periodo de tempo. No baco dos
animais, a frequéncia de CTLA-4 em células T CD4* Foxp3* também mostrou-se maior em
relacdo aos outros dois grupos, como mostrado no histograma de 3 semanas (Fig. 9B).
Curiosamente, no mesmo periodo, o grupo que foi imunizado com OVA apresentou
frequéncia de CTLA-4 maior nos LMs, apesar da frequéncia baixa de Tregs em comparacao
ao grupo que recebeu OVA oral (Fig. 10B). O CTLA-4 auxilia a regulacdo das respostas das
células T, sendo importante para inducdo e manutencdo da tolerdncia imunoldgical®?193,
Portanto, a presenca dessa molécula nas Tregs indica uma coestimulacdo negativa que
propicia um ambiente tolerogénico, pela inibicdo da sinalizacdo do TCR que ativa células
T3, No tratamento oral de OVA nos animais RIP-mOVA durante 10 semanas, é possivel
visualizar uma menor frequéncia do marcador de células T regulatdrias em comparacdo aos
outros grupos (Fig. 9C e 10C), particularmente nos linfonodos mesentéricos (Fig. 10C). Ainda
nos LMs, a frequéncia da expressdo da molécula CTLA-4 nas Tregs desses animais se mostrou
baixa em relagdao aos outros grupos, e menor em relagdao ao mesmo grupo do periodo de 3
semanas. Isso indica uma mudanca fenotipica das Tregs nesses animais, supostamente pelo
estimulo continuo do autoantigeno por um periodo maior.

Nossos dados mostram um grande recrutamento tanto de células T CD4* Foxp3*
quanto da molécula inibitéria CTLA-4 nos animais RIP-mOVA, quando hd um estimulo
continuo considerado curto (3 semanas). O contrario foi visto quando os animais foram
tratados com OVA oral por 10 semanas, ou seja, a expressdo de Tregs e CTLA-4 foram
menores, principalmente nos linfonodos mesentéricos. Pode-se dizer que o fendtipo das

Tregs foi alterado nos LM pelo contato continuo do autoantigeno por um longo periodo,
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enguanto que no baco parece que o sistema imune teve uma insisténcia maior em manter o

fendtipo caracteristico das Tregs.

7. Anadlise do repertério do receptor de células T CD4* e CD8*

Para investigar a expressdao, em porcentagem, das cadeias VP dos receptores de
células T do bago e linfonodos mesentéricos, analisamos o repertdrio de TCR das células T
CD4* e CD8* dos 6rgdos linfoides dos animais RIP-mOVA e C57BI/6 que foram tratados com
OVA oral por 10 semanas. Sabe-se que o epitopo OVAjs7.264 (H-2KP) no complexo MHC
apresentado de forma cruzada nos érgaos linfoides dos animais da linhagem RIP-mOVA, se
liga especificamente ao TCR VP 5.2 para direcionar as células T CD8* ao reconhecimento do
ligante do epitopol®. Além disso, as células T CD4* que expressam o TCR VB 5.1, 5.2 se ligam
especificamente ao epitopo da OVAsz33zs (I-A®) no complexo MHC1%  Sendo assim,
levamos em consideracdo o TCR VB 5.1/5.2 e observamos que houve alteragdes nesse TCR
das células T CD4" (Fig. 11), quando comparados entre os animais RIP-mOVA e C57BI/6 que
foram estimulados com OVA oral de forma continua por 10 semanas. Também vimos um

aumento expressivo do VB 6 no bago dos animais RIP-mOVA (Fig. 11A).
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Figura 11 — Repertério VB dos linfécitos T CD4* (RIP-mOVA e C57BI/6): Graficos

comparativos das porcentagens de V3 dos receptores de células T CD4* no (A) bago e nos (B)

linfonodos mesentéricos dos animais da linhagem RIP-mOVA (vermelho listrado) e C57BI/6

(azul) tratados com OVA oral por 10 semanas. Os valores estdo representados como média +

EPM (n=3). *** P < 0,05, C57BI/6 vs RIP-mOVA VB 5.1/5.2; **** p < 0,001, C57BI/6 vs RIP-

mOVA VB 6.
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Figura 12 — Repertério VB dos linfocitos T CD8* (RIP-mOVA e C57BI/6): Gréficos
comparativos das porcentagens de V3 dos receptores de células T CD8* no (A) bago e nos (B)
linfonodos mesentéricos dos animais da linhagem RIP-mOVA (laranja listrado) e C57BI/6
(verde) tratados com OVA oral por 10 semanas. Os valores estdo representados como média

+ EPM (n=3). ** P < 0,05, C57BI/6 vs RIP-mOVA VB 5.1/5.2.

Pudemos observar que em 10 semanas de tratamento com OVA oral, houve uma
maior expressdao dos TCRs VB 5 e 6 no baco dos animais RIP-mOVA, principalmente nas
células T CD4* (Fig. 11A), em comparagdo aos animais C57BIl/6 que receberam o mesmo
tratamento. N3o houve variagdes significativas no repertorio de TCR dos linfonodos
mesentéricos nas células T CD4* (Fig. 11B). Entretanto, curiosamente, o TCR VB 5.1/5.2
mostrou-se menor no compartimento de células T CD8* nos LM dos animais RIP-mOVA (Fig.
12B). Enquanto houve uma tendéncia de maior porcentagem do mesmo TCR no baco,

apesar de ndo significativa (Fig. 12A). Ao juntarmos os dados da diminuicdo de células T
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regulatdrias com os do repertdrio de TCR CD4* no contexto de tratamento oral com OVA nos
animais RIP-mOVA, é possivel relacionar a perda de Tregs ao longo do periodo com uma
maior expressdo do TCR VB 5.1/5.2, no qual se liga especificamente ao epitopo da OVA.
Além disso, essa altera¢do da porcentagem de TCR ocorreu de maneira global e ndo local,
isso porque ha uma maior expressao do VB 5 nas células T CD4* no bag¢o dos animais RIP e
nao houve diferenga significativa nos LMs. Curiosamente, ndo encontramos na literatura
uma relacdo direta do TCR VB 6 com a proteina OVA, no entanto, foi demonstrado que esse
TCR estd relacionado com a evolug¢do de T1D em camundongos NODY7,

Visto que houve uma maior altera¢do do TCR VB 5 e 6 nas células T CD4* no bago dos
animais, analisamos mais detalhadamente a expressao do TCR tanto nas células T CD4"* (Fig.
13) quanto CD8* (Fig. 14) do baco dos animais RIP-mOVA e C57BI/6 tratados com OVA oral

continua por 10 semanas.
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Figura 13 — Repertério VB dos linfécitos T CD4* (RIP-mOVA): Gréficos comparativos das
porcentagens de VP dos receptores de células T CD4* no bago dos animais da linhagem (A)
C57BI/6 e (B) RIP-mOVA tratados com OVA oral (vermelho) e ndo tratados (cinza) por 10
semanas. O enfoque da anadlise do repertdrio foi em cima dos TCRs VP 5.2 e VB 6, uma vez
que tiveram evidentes alteracbes. Os valores estdo representados como média £ EPM (n=3).

*** P < 0,05, sem tratamento vs OVA oral VB 5.1/5.2; **** P < 0,001, sem tratamento vs

OVA oral VB 6.
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Figura 14 — Repertorio VB dos linfécitos T CD8* (RIP-mOVA): Graficos comparativos das
porcentagens de VP dos receptores de células T CD8* no baco dos animais da linhagem (A)
C57BI/6 e (B) RIP-mOVA tratados com OVA oral (vermelho) e ndo tratados (cinza) por 10
semanas. O enfoque da analise do repertério foi em cima dos TCRs VB 5.2 e VB 6, uma vez
gue tiveram evidentes alteracGes. Os valores estdo representados como média + EPM (n=3).

*** P < 0,05, sem tratamento vs OVA oral VB 5.1/5.2.
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No baco dos animais RIP-mOVA tratados com OVA oral, houve uma maior
porcentagem do TCR VB 5 e 6 das células T CD4* em relagdo ao grupo controle (sem
tratamento) (Fig. 13B), e ndo houve diferenca significativa entre os grupos da linhagem
C578BI/6 (Fig. 13A). Em contraste, nas células T CD8* foi visto uma baixa expressdo do VB 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 diminuicdo de células T
regulatdrias pelo estimulo constante de autoantigeno por 10 semanas, ha uma manifestacao
grande do TCR especifico de OVA no baco dos animais RIP-mOVA, especificamente no
compartimento de células T CD4*. E, curiosamente, hda uma diminuicdo desse TCR no
compartimento de células T CD8* nesses animais com as condi¢des citadas. Além disso,
também é nitida a participacdo do TCR VB 6 nas células T CD4*. Sabe-se que as células T CD4*
iniciam o processo da resposta contra o autoantigeno OVA, no contexto da linhagem RIP-
mOVA. Isso ocorre através da apresentacdo cruzada da OVA exdgena por APC-Th capazes de
estimular respostas CTLs de células T CD8* especificas de OVA, levando a destruicdo das
células B pancreaticas por infiltracdo e, consequentemente, resulta em diabetes em RIP-
mOVA%, Portanto, podemos relacionar a diminuicdo de Tregs e a alta expressdo do TCR
especifico de OVA nas células T CD4*, e ndo nas T CD8*, do bago a um possivel inicio de
resposta contra o autoantigeno, ou seja, possivel inicio da quebra da tolerancia de
autoantigeno nos animais RIP-mOVA. Uma vez que a diminuigdo 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 ndo estar claro na literatura a relagdao do TCR VB 6 com a OVA, a participacao
desse TCR parece estar envolvida com o aparecimento da DM1. Sendo assim, hd uma
relacdo légica do aumento desse TCR no ambiente imunolégico onde ha diminuicao de Tregs
e aumento de valores glicémicos, assim como nossos dados apontam. Nesse sentido, sdo
necessarios estudos mais aprofundados da relacao do TCR VB6 com o autoantigeno OVA.

Possivelmente, se continuarmos o estimulo antigénico continuo a longo prazo, o
repertorio de TCR poderd ir em direcdo a resposta contra o autoantigeno OVA. Baseado nos
nossos dados, a expressao do TCR VB 5 e 6 poderiam ser maiores a longo prazo nas células T
CDA4* e, principalmente, nas CD8*, que junto com o complexo peptideo-MHC se tornariam as

células efetoras que destruiriam as ilhotas pancreaticas. Assim como também haveria um
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declinio maior de células T regulatérias e valores glicémicos altos nos animais RIP-mOVA. A
anadlise de repertdrio da regido variavel do receptor de células T do gene B (TCR VPB) é de
grande importancia para mostrar a expansdo seletiva de células T em doencas

autoimunest©®

, na qual faz relevante a variagdo dos TCR VB 5 e 6 relacionado com uma
tendéncia a diabetes autoimune.

Em suma, nossos dados mostraram que hd uma alta expressdo de células T CD4*
regulatérias em camundongos RIP-mOVA quando hd um estimulo curto (3 semanas) e
continuo de OVA pela via oral. Além disso, a glicemia desses animais tende a ser menor ao
administrar uma dose de OVA oral via gavagem apds imunizacdo do mesmo antigeno,
resultando em uma possivel tolerancia ao autoantigeno OVA. Portanto, em nossa pesquisa,
foi possivel a reproducdo da inducdo da tolerancia oral ao autoantigeno nos animais RIP-
mOVA, assim como é mostrado na literatura. A proteina OVA é expressa principalmente nas
células B pancreaticas desses animais, fazendo com que o sistema imune ndo reaja contra
esse componente proprio do animal. No entanto, ao dar o enfoque na continuidade do
estimulo antigénico oral por um periodo maior (10 semanas), nossos resultados mostraram
gue ha uma tendéncia a reversdao do estado tolerogénico. Isso foi visto através da baixa
expressao de Tregs que alterou seu fendtipo, e pela alta expressao do TCR que se liga
especificamente a OVA, concomitante com o aumento dos valores glicEmicos dos animais ao
longo do periodo do tratamento. Nossas observacdes indicam que possivelmente o estimulo
externo do autoantigeno de forma crénica fez com que as Tregs entrassem em um inicio de
supersaturacao pelo estimulo persistente.

A literatura mostra que o modelo experimental RIP-mOVA desenvolve diabetes apds
infectado com virus, coexpressando o TCR especifico a OVA®. Apesar disso e mesmo lidando
com uma via tolerogénica (antigeno OVA para RIP-mOVA), podemos dizer que a combinacado
dos fatores tempo e continuidade do estimulo autoantigénico levaram a uma tendéncia a
perda de tolerancia imunolégica. Ao comparar a expressdao de células regulatérias em um
periodo de 3 semanas e 10 semanas, é perceptivel sua diminuicdo entre os periodos. O que
nos leva a pensar que se continuarmos o estimulo oral de OVA por um periodo maior, os
animais podem desenvolver diabetes autoimune pela total desisténcia das Tregs ao estimulo
continuo do antigeno. Apesar de nao chegarem a valores clinicos indicativo da doencga, em

10 semanas de tratamento oral de OVA, os animais RIP-mOVA tiveram uma glicemia elevada
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e instavel, chegando préximo ao escore clinico da doenca. O contrario ocorreu nos animais
controle, nos quais a OVA ndo é uma proteina prdpria em seu organismo, seus niveis
glicémicos se apresentaram baixos e estdveis, assim como também houve uma baixa
expressao de Tregs em comparagao aos animais RIP-mOVA.

Outro dado importante foi em relagdo ao repertdrio de TCR nas células T CD4* e CD8*
dos érgaos linfoides dos animais que foram tratados com OVA oral no periodo mais longo
deste trabalho. Interessantemente, vimos que de forma global, mas nao local, o estimulo
antigénico oral continuo fez com que o TCR especifico a OVA fosse mais expresso nas células
T CD4* do que nas T CD8*. O TCR que estd relacionado com o aparecimento de DM1 em
camundongos também se apresentou alto. Paralelamente com a diminuicdo das Tregs ao
longo do periodo do tratamento, o aparecimento do TCR especifico de OVA e do TCR
relacionado ao desenvolvimento da diabetes dizem respeito a um possivel inicio de resposta
contra o autoantigeno nos animais RIP-mOVA no compartimento de células T CD4*. O
epitopo de OVA é apresentado de forma cruzada pelas DCs com células Th, e essa
apresentacdo pode induzir a destruicdo das células B pancredticas quando ha uma baixa
avidez de células T CD8* com o antigeno'®. Vimos que as células T CD8* apresentaram uma
menor expressao do TCR especifico a OVA em 10 semanas de tratamento e que apesar dos
niveis altos de glicemia, os animais ndo chegaram a ter diabetes, ou seja, possivelmente nao
houve infiltragdo completa das células T CD8*. No entanto, o indicativo do inicio da resposta
imune contra o autoantigeno é visto pelas células T CD4* que expressaram maiores niveis do
TCR. E crucial a atividade das células T CD4* para o desenvolvimento da doenga nos animais
RIP-mOVA, uma vez que esses animais ndao desenvolvem diabetes quando imunizados e
injetados com células T CD8* especificas a OVA na auséncia da ajuda de células T CD4*
especificas. Isso ocorre devido a delecdo de células T por meio da tolerancia cruzada de
células dendriticas'®.

Embora os dados morfoldgicos e imunohistolégicos ndo resultarem em diferencas
significativas, houve uma aparente alteracdo na citoarquitetura das ilhotas pancreaticas dos
animais RIP-mOVA que receberam OVA oral por 10 semanas. Além disso, algumas das
ilhotas tenderam a apresentar uma area fracional menor de insulina. Esses dados
corroboram com a nossa hipotese do possivel inicio da alteracdo do sistema imune em

relacdo ao antigeno OVA nesses animais.
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CONCLUSAO

Concluimos que a o modelo experimental RIP-mOVA, que expressa ovalbumina (OVA) no
pancreas, pode ser considerado tolerante a OVA exdgena administrada oralmente por
ingestdo voluntdria em um periodo de 3 semanas. O aumento da porcentagem de células T
CD4* Foxp3* (regulatdrias) e os baixos niveis de glicemia ao ser administrado o antigeno por
gavagem indica a propensao de um ambiente tolerogénico, na qual é necessario para o
estabelecimento da tolerancia oral. No entanto, ao aumentar o tempo da administragdo oral
continua do autoantigeno, houve uma queda de células T CD4* Foxp3*, ou seja, houve uma
mudanca no fendtipo das Tregs nos linfonodos mesentéricos e no baco. Essa queda ocorreu
concomitante com o aumento do TCR VP 5, especifico a OVA, e o aumento do TCR VB 6, no
gual estd relacionado com o aparecimento da diabetes autoimune. Apesar dos animais RIP-
mMOVA ndo terem chegado a ter diabetes autoimune, os valores glicEmicos mostraram-se
mais altos e mais instdveis quando os animais foram administrados com OVA oral por um
periodo de 10 semanas. Nossos dados nos levam a hipdtese de que se continuarmos o
estimulo oral do autoantigeno a longo prazo, haverd uma queda mais expressiva de Tregs
concomitante com um aumento na glicemia dos animais, chegando ao escore clinico da
doencga. Portanto, o estimulo autoantigénico persistente a longo prazo afeta a quantidade
de células regulatdrias no baco e linfonodos mesentéricos dos animais RIP-mOVA. Novos
estudos s3ao necessarios para uma melhor compreensdo e verificacgdo da quebra de
tolerancia pelo estimulo continuo de autoantigeno, tais como a acdo das Tregs nos sitios
efetores. Nosso trabalho auxilia no entendimento dos eventos imunolégicos atras da
continuidade do estimulo autoantigénico, utilizado comumente para a inducdo da tolerancia
oral. Também auxilia no entendimento do sistema imune do modelo experimental RIP-
mOVA frente ao estimulo do autoantigeno. Compreender esses eventos proporciona a
elaboracdao de novas estratégias para o uso da tolerancia oral como tratamento alternativo

de doencas autoimunes como a diabetes mellitus do tipo 1.
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IMPLICACOES

Houve um atraso nos experimentos para realizacdo do presente trabalho devido a
pandemia do Covid-19, visto que a Unicamp aderiu a paralisacdao das atividades durante a
pandemia em 2020. No ano seguinte as atividades foram retornando gradualmente, e
contando com os cruzamentos dos animais, com a obten¢do do n e do gendtipo dos grupos
experimentais, além de outras adversidades, os experimentos voltados ao tratamento oral
em si foram iniciados em 2022. As limitagdes impediram que tratassemos os animais com

OVA oral por periodos maiores para obter resultados mais precisos.
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cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008,
que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -

CEUA/UNICAMP, em reunido de 18/09/2020.

Finalidade:

() Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

19/10/2020 a 19/10/2023

Vigéncia da autorizagio para
manipulagado animal:

18/09/2020 a 19/10/2023

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico / C57BL/6-Tg(Ins2- TFRC/OVA)296Wehi
/Wehil

No. de animais: 15
Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 15 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico / B6.Cg-Tg(TeraTerb)425Chn/J

No. de animais:

15

Idade/Peso:

8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

15 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico / C57BL/6-Tg(Ins2- TFRC/OVA)296Wehi
/Wehi] X B6.Cg-Tg

No. de animais: 15

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 15 Machos

Origem: Biotério de Animais SPF., Area de Imunologia, DGEB/IB/UNICAMP
Biotério onde serdo mantidos os Biotério de Animais SPF, Area de Imunologia, DGEB/IB/UNICAMP
animais:

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP n&o dispensa autorizagao a junto ao IBAMA SISBIO ou ClIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 21 de outubro de 2020.

Prof. Dr. Wagner José Favaro
Presidente

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengio ao praze para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia .0 formulario encontra-se disponivel na

pagina da CEUAJUNICAMP, drea do pesquisador res ponsavel A

50 de relatério no p impedira que novos protocolos sejam submetidos

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad .unicamp.brivenfica

Informar cédigo E40229E7 AA8545C3 B4F865F3 FF07B485
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CERTIFICADO CEUA n® 10/2020

Documento assinado eletronicamente por Wagner Jose Favaro, PROFESSOR DOUTOR |, em 22/10/2020, as 15:41
horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP,
em 22/10/2020, as 14:39 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "’
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: -\3 ’4
E40229E7 AA8545C3 B4F865F3 FFO7B485 -
< M
UNICAMP

siIGAD




Anexo Il

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j& publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Estado da tolerdncia pela administragao oral continua de autoantigeno na diabetes
autoimune, ndo infringem os dispositivos da Lei n.® 9.610/98, nem o direito autoral de
qualquer editora.

Campinas, 29 de Julho de 2024

Assinatura : }7\0& C‘h’SFm l}" (}wﬂ.k_-k

Nome do(a) autor(a): Ana Cristina Medina Guillén
RG n.° 42623204-5

i
Assinatura : W

Nome do(a) orientador(a): Alessandro dos Santos Farias
RG n.® 35501186-4
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