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RESUMO

OLIVEIRA, J. E. Lactococcus lactis expressando HSP65 protege contra o
desenvolvimento de diabetes tipo 1 por meio da inducdo de células dendriticas
tolerogénicas via TLR2. 2024. 130 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

O Diabetes mellitus tipo 1 é caracterizado pela destruicdo de células beta produtoras de
insulina, resultando em hiperglicemia. Novas estratégias terapéuticas sao importantes para
controlar a doenca e impedir/amenizar as complicacdes associadas. Nos Ultimos anos, 0 uso
de probioticos naturais ou recombinantes tem mostrado efeitos benéficos em doencas
autoimunes, principalmente pela modulacdo da microbiota intestinal, indugédo de tolerancia ou
mecanismos de imunorregulacdo. J& foi mostrado que a proteina do choque térmico 65
(HSP65), uma chaperona molecular que mantém a estrutura e funcdo das proteinas, possui
atividade anti-inflamatéria em doencas autoimunes e inflamatorias cronicas. Nesse sentido, o
objetivo no trabalho foi avaliar o efeito profilatico-terapéutico de Lactococcus lactis
expressando HSP65 durante o desenvolvimento de DM1 em modelo experimental. Primeiro,
observamos que a HSP65 recombinante induz a diferenciacdo de dois subtipos de células
dendriticas convencionais in vitro, cDC1 e cDC2, com perfis de ativacdo distintos. As células
dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs) estimuladas com rHSP65 produziram mais
IL-10 em comparagdo com aquelas estimuladas com LPS. Além disso, as BMDCs CD103*
estimuladas com rHSP65 co-cultivadas com células T CD4* virgens induziram diferenciacdo
de células T reguladoras (Tregs). Posteriormente, utilizamos um modelo profilatico-
terapéutico envolvendo a administracdo de L. lactis expressando HSP65 em camundongos
com DM1 induzida por estreptozotocina (STZ) e em camundongos diabéticos ndo obesos
(NOD), que desenvolvem DM1 espontdnea. Em ambos os modelos, observamos que a
administracdo de L. lactis-HSP65 reduziu a hiperglicemia e a incidéncia da doenca. No
modelo de indu¢do com STZ, observamos aumento na expressdo de insulina nas ilhotas
pancredticas e diminuicdo dos niveis séricos de 1gG anti-HSP65 em comparacdo com
camundongos diabéticos que ndo receberam probidtico. Além disso, L. lactis aumentou a
expressdo de genes associados a funcdo de barreira intestinal no célon, tais como Reg3g e
Tjpl. Observamos um aumento nas populacdes de cDC1 TLR2* e Tregs PD-1" no linfonodo
cecal (LC) e Tregs LAP™ nos linfonodos pancreaticos (LP), associado ao aumento de IL-10 e
TGF-B no pancreas de camundongos que receberam L. lactis-HSP65. Por outro lado, a
administracdo de L. lactis-HSP65 em camundongos deficientes de TLR2 ndo foi capaz de
reduzir a incidéncia da doenca e controlar a hiperglicemia como observado nos camundongos
selvagens. Esses dados foram associados com menores porcentagens de cDC1 e Tregs e
reducdo na producdo de IL-10 no pancreas. Nas BMDCs, observamos que o TLR2 é
fundamental para a expressdo génica de Irf8 e 11-10, e também para a geracdo de cDCL1 e
producdo de IL-10. Finalmente, observamos que BMDCs CD103" deficientes de TLR2 ou IL-
10 estimuladas com rHSP65 e co-cultivadas com células T CD4" virgens induziram menor
porcentagem de Tregs quando comparado as BMDCs de camundongos selvagens. Em
resumo, os resultados demonstram que L. lactis-HSP65 induziu prote¢do contra o DM1
através da imunorregulacdo mediada por linfécitos T reguladores e células dendriticas
tolerogénicas por meio de um mecanismo dependente de TLR2/1L-10.

Palavras-chave: Lactococcus lactis. HSP65. Ceélulas dendriticas. Linfocitos T reguladores.
TLR2.

Suporte financeiro: CAPES, CNPq e FAPESP (n°. processo: 2022/02762-4).
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ABSTRACT

OLIVEIRA, J. E. Lactococcus lactis expressing HSP65 protects against the development
of type 1 diabetes through the induction of tolerogenic dendritic cells via TLR2. 2024.
130 p. Thesis (doctorate) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo, Ribeiréo Preto, 2024.

Type 1 Diabetes mellitus is characterized by the destruction of insulin-producing beta cells,
resulting in hyperglycemia. New therapeutic strategies are important to control the disease
and prevent/mitigate associated complications. In recent years, the use of natural or
recombinant probiotics has shown beneficial effects in autoimmune diseases, mainly by
modulating the intestinal microbiota, inducing tolerance or immunoregulatory mechanisms. It
has been shown that heat shock protein 65 (HSP65), a molecular chaperone that maintains the
structure and function of proteins, has anti-inflammatory activity in autoimmune and chronic
inflammatory diseases. In this sense, the objective of the work was to evaluate the
prophylactic-therapeutic effect of Lactococcus lactis expressing HSP65 during the
development of DM1 in an experimental model. First, we observed that recombinant HSP65
induces the differentiation of two subtypes of conventional dendritic cells in vitro, cDC1 and
cDC2, with distinct activation profiles. Bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs)
stimulated with rHSP65 produced more IL-10 compared to those stimulated with LPS.
Furthermore, rHSP65-stimulated CD103" BMDCs co-cultured with naive CD4" T cells
induced differentiation of regulatory T cells (Tregs). Subsequently, we used a prophylactic-
therapeutic model involving the administration of L. lactis expressing HSP65 in mice with
streptozotocin (STZ)-induced DML1 and in non-obese diabetic mice (NOD), which develop
spontaneous DM1. In both models, we observed that administration of L. lactis-HSP65
reduced hyperglycemia and disease incidence. In the STZ induction model, we observed an
increase in insulin expression in pancreatic islets and a decrease in serum levels of 1gG anti-
HSP65 compared to diabetic mice that did not receive probiotics. Furthermore, L. lactis
increased the expression of genes associated with intestinal barrier function in the colon, such
as Reg3g and Tjpl. We observed an increase in the populations of cDC1 TLR2* and PD-1*
Tregs in the cecal lymph node (LC) and LAP™ Tregs in the pancreatic lymph nodes (LP),
associated with increased IL-10 and TGF-B in the pancreas of mice that received L. lactis-
HSP65. On the other hand, the administration of L. lactis-HSP65 in TLR2-deficient mice was
not able to reduce the incidence of the disease and control hyperglycemia as observed in wild-
type mice. These data were associated with lower percentages of cDC1 and Tregs and reduced
IL-10 production in the pancreas. In BMDCs, we observed that TLR2 is essential for the gene
expression of Irf8 and 11-10, and also for the generation of ¢cDC1 and IL-10 production.
Finally, we observed that TLR2- or IL-10-deficient CD103* BMDCs stimulated with rHSP65
and co-cultured with naive CD4* T cells induced a lower percentage of Tregs when compared
to BMDCs from wild-type mice. In summary, the results demonstrate that L. lactis-HSP65
induced protection against T1D through immunoregulation mediated by regulatory T
lymphocytes and tolerogenic dendritic cells through a TLR2/IL-10-dependent mechanism.

Keywords: Lactococcus lactis. HSP65. Dendritic cells. Regulatory T lymphocytes. TLR2.
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RESUMEN

OLIVEIRA, J. E. Lactococcus lactis que expresa HSP65 protege contra el desarrollo de
diabetes tipo 1 mediante la induccion de células dendriticas tolerogénicas a través de
TLR2. 2024. 130 p. Tesis (Doctorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la destruccion de las células beta productoras de
insulina, lo que provoca hiperglucemia. Nuevas estrategias terapéuticas son importantes para
controlar la enfermedad y prevenir/mitigar las complicaciones asociadas. En los ultimos afios, el
uso de probiodticos naturales o recombinantes ha demostrado efectos beneficiosos en
enfermedades autoinmunes, principalmente modulando la microbiota intestinal, induciendo
tolerancia 0 mecanismos inmunorreguladores. Se ha demostrado que la proteina de choque
térmico 65 (HSP65), una chaperona molecular que mantiene la estructura y funcion de las
proteinas, tiene actividad antiinflamatoria en enfermedades autoinmunes e inflamatorias cronicas.
En este sentido, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto profilactico-terapéutico de
Lactococcus lactis expresando HSP65 durante el desarrollo de la DM1 en un modelo
experimental. Primero, observamos que la HSP65 recombinante induce la diferenciacion de dos
subtipos de células dendriticas convencionales in vitro, cDC1 y ¢DC2, con distintos perfiles de
activacion. Las células dendriticas derivadas de la médula 6sea (BMDC) estimuladas con rHSP65
produjeron mas IL-10 en comparacion con las estimuladas con LPS. Ademas, las BMDC CD103*
estimuladas con rHSP65 cocultivadas con células T CD4" virgenes indujeron la diferenciacion de
células T reguladoras (Tregs). Posteriormente, utilizamos un modelo terapéutico-profilactico que
implica la administracion de L. lactis que expresa HSP65 en ratones con DM1 inducida por
estreptozotocina (STZ) y en ratones diabéticos no obesos (NOD), que desarrollan DM1
espontanea. En ambos modelos, observamos que la administracion de L. lactis-HSP65 redujo la
hiperglucemia y la incidencia de la enfermedad. En el modelo de induccion de STZ, observamos
un aumento en la expresién de insulina en los islotes pancreaticos y una disminucion en los
niveles séricos de 1gG anti-HSP65 en comparacion con ratones diabéticos que no recibieron
probidticos. Ademas, L. lactis aumentd la expresion de genes asociados con la funcién de la
barrera intestinal en el colon, como Reg3g y Tjpl. Observamos un aumento en cDC1 TLR2" y
PD-1* Tregs en el ganglio linfatico cecal (LC) y LAP* Tregs en los ganglios linfaticos
pancredticos (LP), asociado con un aumento de IL-10 y TGF-B en el pancreas de ratones que
recibieron L. lactis-HSP65. Por otro lado, la administracion de L. lactis-HSP65 en ratones
deficientes en TLR2 no fue capaz de reducir la incidencia de la enfermedad y controlar la
hiperglucemia como se observé en ratones de tipo salvaje. Estos datos se asociaron con
porcentajes mas bajos de cDC1 y Tregs y una produccion reducida de 1L-10 en el pancreas. En
BMDC, observamos que TLR2 es esencial para la expresion génica de Irf8 e 11-10, y también para
la generacion de cDC1 e IL-10. Finalmente, observamos que las BMDC CD103* deficientes en
TLR2 o IL-10 estimuladas con rHSP65 y cocultivadas con células T CD4" virgenes indujeron un
porcentaje menor de Treg en comparacion con las BMDC de ratones de tipo salvaje. En resumen,
los resultados demuestran que L. lactis-HSP65 indujo proteccion contra la diabetes Tipo 1
mediante inmunorregulacion mediada por linfocitos T reguladores y células dendriticas
tolerogénicas mediante un mecanismo dependiente de TLR2/IL-10.

Palabras clave: Lactococcus lactis. HSP65. Células dendriticas. Linfocitos T reguladores. TLR2.
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estimulador de colbnias de granuldcitos e macrofagos)

Do inglés, Glucose tolerance test (Teste de tolerancia a glicose)
Hematoxilina e eosina

Do inglés, Heat Shock protein 65 (Proteina do choque térmico 65)
Imuno-histoguimica

Interleucina

Intraperitoneal

Fator regulador de interferon 4

Fator regulador de interferon 8

Linfonodo cecal

Linfonodo jejuno-ileal

Linfonodo pancreatico

Lipopolissacarideo

Do inglés, Non-obese diabetic mice (camundongo diabético ndo obeso)
Fator nuclear kB

Do inglés, Pathogen-associated molecular patterns (Padrées moleculares
associados a patdgenos)

Tampéo fosfato salino

Do inglés, protein program death 1 (proteina de morte celular programada 1)
Do inglés, Programmed cell death ligand 1 (Ligante de morte celular
programada 1)

Estreptozotocina

Célula T efetora

Do inglés, transforming growth factor beta (Fator de transformacdo do
crescimento beta)

Do inglés, Toll-like receptor 2 (Receptor semelhante a Toll 2)

Do inglés, Toll-like receptor 4 (Receptor semelhante a Toll 4)

Célula dendritica tolerogénica

Célula Treguladora

Unidades formadoras de colonias

Do inglés, Wild-type (selvagem)
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1 INTRODUCAO

1.1  Diabetes mellitus tipo 1

Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas metabolicas caracterizadas
principalmente por hiperglicemia crénica, resultante do prejuizo de secrecéo e/ou sinalizagéo
de insulina [1], hormonio peptidico secretado pelas células B pancreaticas, importantes no
controle da glicemia [2]. O descontrole da glicemia leva ao aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e estresse celular, podendo desencadear diversas complicacdes, como danos
vasculares, que frequentemente sdo causas de retinopatia, nefropatia, acidente vascular

encefalico e doenca arterial coronariana [3,4].

DM é considerada um problema de salde publica em todo 0 mundo, e estimativas atuais
mostram que cerca de 415 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas como diabéticas, mas ainda
existem aquelas sem diagnostico por apresentarem sintomas mais brandos [5]. A classificacdo
dos tipos de diabetes mellitus mais aceita € a proposta em 1997, pela American Diabetes
Association (ADA), que determina as seguintes categorias: (1) diabetes tipo 1, caracterizada
por destruicao das células B e deficiéncia total de insulina (imuno-mediada), (2) diabetes tipo
2, na qual ocorre resisténcia a insulina e, (3) outros tipos especificos de diabetes, como a
causada por defeitos genéticos nas células  ou na acdo da insulina, por doengas no pancreas

exocrino, induzida por agentes quimicos, infeccBes ou diabetes gestacional [1,6].

A diabetes tipo 1 (DM1), também conhecida como diabetes autoimune, é diagnosticada
ainda na infancia ou juventude, e ocorre em 5%-10% dos individuos diagnosticados com
diabetes [1]. Em 2021, foi estimado que cerca de 8,4 milhdes de pessoas vivem com DM1 a
nivel mundial, sendo que em 2040 a estimativa é que esse numero chegue de 13,5-17,4
milhGes de pessoas [7]. De acordo com o relatorio da Federacdo Internacional de Diabetes
intitulado "Type 1 diabetes estimates in children and adults”, estimou-se que 588.800
individuos no Brasil viviam com DM1 em 2022. Essa estimativa coloca o pais em terceiro
lugar no ranking mundial de nagdes com o maior nimero de casos, ficando atras apenas dos

Estados Unidos da América e da india [8].

Nas etapas iniciais da doenca, mesmo na auséncia de sintomas, ja se verifica a geracao de
autoanticorpos e a redu¢ao das células P, restringindo o diagnéstico a identificacdo desses
autoanticorpos. Os principais autoanticorpos associados a DM1 séo aqueles que tem como

alvo a insulina, a proteina 2 associado ao insulinoma (IA-2), a descarboxilase do acido
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glutimico de 65 kDa (GAD-65) e o transportador de zinco 8 (ZNT8) [9],0s quais sdo
detectados como biomarcadores de autoimunidade [3]. A disglicemia marca o segundo
estagio da doenca, no qual a glicemia esta elevada, mas ainda ndo configura diabetes (100-
125 mg/dL) [4]. O terceiro estagio da doenca é caracterizado por intensa perda de células j,

que leva aos sintomas cléssicos de hiperglicemia, como polidria, sede e perda de peso [3].

Os mecanismos iniciais no desenvolvimento da autoimunidade ainda n&o séo claros, mas
acredita-se que 0s primeiros autoanticorpos sejam produzidos apds células dendriticas
apresentarem antigenos das ilhotas pancreaticas e ativarem linfocitos T CD4" e CD8"
especificos. Essas células parecem reconhecer, principalmente, peptideos alterados na fase
pos-traducional das células B, sugerindo que essa falha na tolerancia pode ser originada por
proteinas alteradas decorrentes de estresse na célula f [10,11]. Além disso, a diminuicdo da
selecdo negativa no timo, seja devido a expressao alterada do antigeno especifico do tecido ou
devido a sinalizacdo do receptor de células T (TCR), faz com que ocorra maiores chances do

escape de clones de células T especificos de células B para a periferia [12].

Na periferia, as células T especificas contra células B sdo estimuladas nos linfonodos
pancreéaticos pelas APCs das ilhotas, levando a diferenciacdo das células T efetoras (Teff)
patogénicas, que se infiltram nas ilhotas e iniciam a inflamacéo, levando a reducédo da funcéo
e/ou sobrevivéncia das células B[13]. Entretanto, nem todas as ilhotas sdo potencialmente
infiltradas devido a um fendtipo imaturo e a redugdo da expressdo de autoantigenos pelas
células B [14]. A inflamacdo continua das ilhotas também leva a geracao de neoautoantigenos
diretamente nas células B ou durante o processamento do antigeno pela APC. A apresentagdo
de neoautoantigenos dentro dos linfonodos pancreaticos promove a ativacdo e expansao de
clones adicionais de Teff. Dessa forma, esses eventos amplificam e estabelecem um estado
crénico de inflamacdo das ilhotas (insulite), levando ao comprometimento da massa funcional

de células B e ao inicio clinico do DM1 [12]

Além da presenca de linfocitos autorreativos, h& evidéncias de falhas nas células
Treguladoras (Tregs) em pacientes como DM1. Foi mostrado que a deplecdo de Tregs ou
mutacBes no Foxp3 induzem autoimunidade no péncreas [15]. Além disso, no sangue
periférico de pacientes com DM1 ha reducdo no numero dessas células [16]. O
desenvolvimento de biomarcadores focados em Treg, alteracdes em Foxp3 ou CTLA-4, por
exemplo, possibilita a classificacdo dos pacientes com base no nivel de deficiéncia de Treg,
favorecendo a identificacdo de subgrupos com maior probabilidade de se beneficiarem de

terapias baseadas em Treg [17].
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Os estudos sugerindo o papel de Tregs como estratégia terapéutica para DM1 vém
crescendo nos ultimos anos, visto que essas células, quando residentes no péancreas,
desempenham um papel crucial na supressdo da inflamacao das ilhotas pancreaticas, seja por
producdo de IL-10 e TGF-B para inibi¢do das células Teff, por altera¢cdes metabdlicas, por
liberacdo de granzimas para citdlise de Teff ou por inibir a maturacdo de DCs [18]. As
principais estratégias envolvem o transplante de Tregs policlonais [19], Tregs especificas para
antigenos pancreaticos [20] ou até mesmo injecdo de Tregs autélogas [21]. Além disso, a
administracdo de IL-2 em pacientes com DML foi segura e efetiva na inducao de Tregs [22], e
0 uso de DCs com fendtipo tolerogénico também representa uma estratégia promissora para a
inducdo de Tregs [23].

A modulacdo da microbiota intestinal e da funcao de barreira, geralmente comprometidos
na DM1 [24], e inducdo de Tregs no trato gastrointestinal, que possuem a capacidade de
migrar para a periferia e atingir outros 6rgdos podendo suprimir os linfocitos efetores
diabetogénicos [25], vém sendo cada vez mais estudadas e constituem estratégias promissoras

no controle de DML1.

1.2 Mecanismos de imunorregulacdo no intestino e suas disfungdes associadas ao
DM1

Componentes do sistema imunologico do intestino, como as células do sistema imune
inato e adaptativo, e células epiteliais, desempenham papéis cruciais na manutencdo da
homeostase intestinal [26]. Dentre as células epiteliais, 0s enterdcitos e as células
enteroenddcrinas, sdo responsaveis principalmente pela absor¢cdo de nutrientes e producdo de
horménios intestinais, respectivamente [27]. As células caliciformes sdo localizadas
principalmente nas criptas do colon, onde sofrem hiperplasia e produzem muco apds
diferentes estimulos, como 1L-22, uma citocina importante no controle de infeccOes intestinais
[28]. Ja foi mostrado que alteracBes na camada mucosa estdo presentes em individuos com
DML1 e sdo associadas a disbiose e desregulacdo imunoldgica [29]. As células de Paneth,
localizadas na base das criptas do intestino delgado, sdo importantes produtoras de fatores de
crescimento ¢ peptideos antimicrobianos, como Reg3y e a-defensinas, que sdo importantes
para a defesa do hospedeiro [30]. Em modelo de DM1 induzido por STZ, foi observado que
apesar do aumento no nimero de células de Paneth nos camundongos diabéticos, a expressao

de peptideos antimicrobianos derivados dessas células foi significativamente diminuida [31].

No grupo das celulas da imunidade inata, estdo as células linfoides inatas (ILCs), 0s

macrofagos e as DCs. As ILCs sdo residentes em tecidos, como pulmdes, pele e mucosa
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intestinal, e se diferenciam dos linfécitos T por ndo expressarem o TCR e por induzirem
resposta mediada por citocinas poucas horas apds a ativacdo [32]. Sdo divididas em trés
grupos: ILC1s, que produzem principalmente IFN-y ¢ TNF-a ¢ medeiam respostas contra
bactérias e parasitas, ILC2s, produtoras de IL-4 e IL-5, sdo efetoras contra helmintos, e
ILC3s, importantes produtoras de 1L-22 e IL-17, que induzem producdo de muco auxiliando
no controle bactérias e fungos [33]. A frequéncia dessas células foi associada com a gravidade
de DML, visto que camundongos NOD com DM1 estabelecida apresentaram frequéncias mais
baixas de ILC3 e Treg produtoras de IL-2 no intestino delgado quando comparado com

camundongos NOD pré-diabéticos [34].

Por outro lado, os macrofagos intestinais constituem um grupo celular bastante
heterogéneo, e estdo envolvidos com diversos aspectos da homeostase, como secrecdo e
motilidade intestinal [35]. Além disso, os macrdéfagos do intestino sdo altamente fagociticos,
porém ndo induzem resposta inflamatéria muito evidente [36,37]. Macrofagos peritoneais
isolados de camundongos com DML apresentam producdo exacerbada de IL-6, TNF-a e IL-
10 apos estimulo com LPS [38], e ja foi mostrado que DM1 induz disfuncdo de macréfagos

através de piroptose citoplasmatica associada ao AIM2, um sensor citosélico de DNA [39].

As DCs possuem papel essencial na apresentacdo de antigenos e sdo reguladoras da
resposta imunoldgica e da tolerancia [40]. As células dendriticas convencionais (cDC)
migram dos tecidos periféricos para os linfonodos drenantes para apresentarem antigenos aos
linfocitos T virgens, podendo induzir sua diferenciacdo para um perfil inflamat6rio ou
regulador. No intestino, essas células estdo distribuidas na lamina prépria e nos tecidos
linfoides associados ao intestino (GALT), e possuem fendtipos e funcbes distintas a depender
da regido onde estdo localizadas [41]. No intestino de camundongos e de humanos, assim
como em outros tecidos, as cDCs expressam MHC-11 e CD11c, e sdo divididas basicamente
em cDC1 (CD103"CD11b"XCR1*CD8u"), cujos fatores de transcricdo sdo o fator regulador
do interferon 8 (Irf8) e fator de transcricdo semelhante a ATF com ziper de leucina béasico 3
(Batf3), e cDC2 (CD103"CD11b*SIRPa*), que tem Irf4 como fator de transcricdo [42,43]. A
expressdo de Irf8 e essencial para o desenvolvimento de cDC1 [44], entretanto, ja foi
mostrado em BMDCs que na auséncia desse fator de transcricdo as cDC1 sofrem
reprogramacao transcricional e metabolica para um perfil cDC2 [45]. Camundongos NOD
pré-diabéticos apresentam reducdo nas cDC1 (CD103"CD11b") nos linfonodos que drenam
jejuno e ceco [46], bem como diminui¢do da populagio ¢cDCI1 CD8a’ no bago [47]. Foi

mostrado que cDC2 também sdo reduzidas nos linfonodos mesentéricos de camundongos
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NOD pré-diabéticos e com diabetes j& estabelecida, sugerindo que disfun¢des nessas células
podem estar associadas com a progressao da doenga [46].

A expressdo de CD103 ¢é essencial para a regulacdo positiva de CCR9 e de 04p7 em
células T, possibilitando a migracdo dessas células para tecidos periféricos ndo linfoides, e
ainda induz diferenciacdo de células T Foxp3*, influenciando no equilibrio entre a atividade
das células T efetoras e reguladoras no intestino [48-50]. As DCs CD103" dos linfonodos
intestinais expressam niveis mais elevados de Aldhla2, o gene que codifica RALDH2, que é
uma enzima chave envolvida no metabolismo da retinol em &cido retinoico, associada com
inducdo de perfil regulador em DCs [50,51]. Em contrapartida, DCs CD103" promovem a
diferenciacéo de células T produtoras de IFN-y ou IL-17 em modelos de inflamacdo intestinal
[48,52].

Funcionalmente, as cDCs intestinais sdo capazes de 1) capturar antigenos por
diferentes mecanismos na lamina propria [53], 2) migrar para os linfonodos drenantes via
aumento da expressao de CCR7 [54], 3) induzir inflamacao apds um estimulo direto [55] e 4)
promover tolerancia no estado basal, quando sé&o chamadas de DCs tolerogénicas (tolDCs)
[56]. Essas células, geralmente apresentam perfil imaturo ou semi-maduro, caracterizado por
reducdo na expressdo de MHC-II, CD80 ou CD86 [56,57]. Essa menor expressdo de
moléculas co-estimuladoras induz anergia em células T efetoras [58] e favorece a inducéo de
Tregs, porém essa caracteristica € controversa, pois DCs maduras também podem induzir
Tregs [59]. Foi mostrado que a administracdo de TNF-a exdgeno em camundongos NOD
neonatos induz maturacdo de DCs e desregula o perfil de tolDCs, eventos que podem estar
associadas com a progressdo da doenca [60]. Além disso, as tolDCs produzem a enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que promove a degradacgéo de triptofano em quinurenina,
metabdlito que diminui a proliferacdo de células T efetoras [61,62]. Nesse contexto, foi
mostrado que a inibicdo de IDO acelera a progressdo de DM1 [63]. A inibicdo das células T
efetoras também pode ser mediada pela expressdo de moléculas inibitérias nas tolDCs, como
os ligantes de morte programada 1 e 2 (PD-L1 e PD-L2)[64]. As tolIDCs também produzem
IL-10 e TGF-B, citocinas que induzem a diferenciagdo de Tregs [65,66].

As células Treguladoras (CD4"CD25Foxp3™) sdo as principais mediadoras da
tolerancia periférica, e sdo cruciais para a prevencdo e controle de doencas inflamatorias e
autoimunes [67]. Como o trato gastrointestinal é constantemente exposto a grande variedade
de antigenos alimentares e da microbiota intestinal, a atividade de Tregs é essencial para

limitar respostas imunes exacerbadas no intestino [68], inclusive h& evidéncias de que a
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geragdo e a maturacdo das Tregs do célon sdo influenciados pelos antigenos da microbiota
intestinal [69]. Essa relagdo parece ser uma via de médo dupla, pois na auséncia de células
Foxp3* ocorre reducdo da abundancia relativa de bactérias da classe Clostridia e alteracdo de
outros filos, indicando que as Tregs mantem as bactérias indutoras de Treg no limen
intestinal e controlam o perfil da microbiota intestinal [70,71]. Apesar das diferencas
funcionais, a diferenciagdo de células T naive para Tregs ou Th17 é controlada por um fino
balanco na producdo de TGF-p, IL-6, IL-23 e acido retindico, e ainda, por sinais provenientes
da microbiota intestinal, reforcando que a disbiose intestinal pode induzir inflamagdo na

mucosa do intestino por alterar o balanco de Treg/Th17 [72,73].

Em relacdo a origem das Tregs, elas podem ser classificadas em naturais ou induzidas.
As Tregs naturais (nTreg) expressam Helios e neuropilina 1 (Nrpl) e saem do timo ja em
estado maduro, com capacidade de suprimir células T autorreativas na periferia, onde se
mantém de forma dependente de IL-2 [74]. Por outro lado, as Tregs induzidas (iTregs) séo
células CD4"* que se diferenciam em Tregs ap6s estimulo por uma APC com antigeno néo-
préprio na periferia, que produzem citocinas polarizantes, como IL-10 e TGF-B [75]. Varios
estudos mostraram que a deplecédo de Tregs utilizando anti-CD25 acelera o desenvolvimento
de DM1, e que as Tregs de individuos com DML se apresentam em ndmero menor e com

capacidade supressora reduzida [76,77].

A atividade supressora das Tregs pode ser induzida por diferentes mecanismos,
incluindo a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, expressao de receptores de superficie
inibitdrios e inducdo de lise celular [68]. IL-10 produzida por Tregs inibe a proliferacdo de
células efetoras, e de forma autdcrina, favorece a expansdo de Tregs [78]. Além disso, Tregs
com deficiéncia na producdo de IL-10 falham na supressdo de células Th17 em modelo de
colite experimental [79]. A deficiéncia na producdo de TGF-B também ¢ associada com

autoimunidade e inflamacéo intestinal exacerbada [80,81].

Em relacdo as moléculas inibitorias de superficie, a alta expressdo de CD25,
subunidade a do receptor da IL-2, nas Tregs faz com que haja reducdo de IL-2 no
microambiente, prejudicando a funcdo de células efetoras [82]. Nesse sentido, foi observado
que pacientes com DM1 apresentam defeitos na sinalizagcdo de IL-2R que contribuem com a
reducdo de Tregs nesses pacientes [83]. J& foi mostrado que o receptor CTLA-4 (proteina 4
associada ao linfocito T citotdxico) é expresso de forma constitutiva nas Tregs, e € essencial
para a supressdo in vitro da proliferacdo de células T efetoras por Tregs [84], além de induzir

reducdo na expressao de CD80/CD86 em APCs [85]. O mecanismo supressor de Tregs
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mediado por PD-1 (proteina de morte celular programada 1), envolve a interacdo com PD-
L1/PD-L2 nas APCs, levando a inibicdo de celulas T efetoras [86]. O papel de PD-1 no
controle da inflamacdo intestinal é controverso, pois a auséncia desse receptor afeta a
secrecdo de IgA e induz disbiose [87], porém, protege contra a colite experimental [88]. No
DML, foi demonstrado que a interacdo entre as moléculas inibitérias PD-1 nas células T e PD-

L1 nas DC é necessaria para a manutencao da tolerancia em camundongos NOD [89].

Durante estresse e ativacdo celular ocorre o aumento de ATP no meio extracelular
[90]. Nessas situacdes, a expressao de CD39 (ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase-1) e
CD73 (5'-nucleotidase) € aumentada nas Tregs [91,92]. CD39 é a enzima que converte o ATP
(adenosina trifosfato) em AMP (monofosfato ciclico de adenosina), e quando altamente
expressa, mantém a expressao de Foxp3 nas Tregs humanas mesmo na presenca IL-1p e IL-6,
0 que ndo ocorre em Tregs com baixa expressdao de CD39, que foram convertidas em Thl ou
Th17 [93]. CD73, por sua vez, converte AMP em adenosina [94]. A interagdo da adenosina
extracelular com seu receptor Aa, promove anergia em células T efetoras, estimula a

diferenciacéo de Tregs e auxilia na manutencéo da homeostase intestinal [92].

Além da produgdo de citocinas e expressdo de moléculas inibitorias, as Tregs séo
capazes de secretar granzimas e perforinas, moléculas citotdxicas que desempenham um papel
significativo nos efeitos imunossupressores de células T efetoras, particularmente em modelos
relacionados & pneumonia viral e as doencas como linfoma e melanoma [95,96]. No sistema
imune do trato gastrointestinal, ja foi mostrado que granzima A é necessaria para a regulacdo

mediada por células T na doenca do enxerto contra o hospedeiro [97].

Além da patogenia classica de DM1, foi mostrado que o inicio da autoimunidade em
modelos pré-clinicos de DM1 esta associado a alteracfes na estrutura da camada mucosa e a
perda da integridade da barreira intestinal, que ocorrem em paralelo com a ativacédo de células
T auto-reativas contra as ilhotas pancreaticas na presenca de microbiota intestinal [98]. Foi
observado que criangas com DM1 apresentam mecanismos regulatorios prejudicados e
tolerancia oral desregulada [99]. Como DM1 esta associado com falha na tolerancia, diversos
ensaios pré-clinicos buscam resgatar mecanismos de tolerancia intestinal e extra-intestinal,
por meio da administracdo ou inducdo de tolDCs e Tregs [100]. DCs tolerogénicas residentes
foram descritas no pancreas, e sua frequéncia diminui com a progressao do influxo de células
T ao redor e nas ilhotas pancreéaticas durante DM1, reforcando a importancia dessas células na

prevencdo ou controle da doenca [101,102]. No mesmo sentido, estratégias baseadas na
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administracdo de Tregs exdgenas ou no aumento da geragdo/funcdo das Tregs tem mostrado
efeitos benéficos em modelos murinos de DM1 [15].

1.3 Proteinas do choque térmico (HSPs) e seus efeitos imunorreguladores

As Proteinas de Choque Térmico (HSPs, do inglés Heat Shock Proteins) constituem
uma familia diversificada de proteinas altamente conservadas entre eucaridticos e
procarioticos, e essenciais para a homeostase celular [103]. S&o induzidas em resposta a
condicdes de estresse, como altas temperaturas, radiacdo, e agentes quimicos, desempenhando
um papel crucial na protecdo das células contra danos e na manutencdo da sua sobrevivéncia,
pois atuam como chaperonas moleculares, auxiliando no correto dobramento de proteinas
[104]. Apesar de serem primariamente expressas no meio intracelular, HSPs ja foram

encontradas no soro de humanos [105].

Essas proteinas sdo classificadas em diferentes grupos, principalmente com base em
seus pesos moleculares. As HSPs de alto peso molecular incluem a HSP90, que desempenha
um papel vital na estabilizacdo de proteinas, no controle do ciclo celular e na sinalizacdo de
horménios [106]. As HSPs de peso intermediario, como a familia da HSP60, que inclui a
HSP65, e a familia da HSP70, estdo localizadas principalmente no citosol e nas mitocdndrias,
e sdo conhecidas por atuarem no dobramento e montagem de proteinas recém-sintetizadas,
redobramento de proteinas mal dobradas e agregadas, bem como por seus efeitos
imunorreguladores [103,107]. Essas proteinas geralmente apresentam homologia entre as
espécies, como é o caso da HSP65 de micobactérias, que compartilha 50% de identidade de
aminoéacidos com a HSP60 de mamiferos [108]. As HSPs de baixo peso molecular incluem as
HSP10 e HSP20, sdo localizadas principalmente no citosol, e desempenham funcgdes variadas,

como estabilizacdo do citoesqueleto, chaperonas e efeito anti-apoptético [109].

As HSPs sdo importantes moduladores do sistema imunoldgico, seja induzindo
respostas imunes efetivas para protecdo ou desempenhando um papel na tolerdncia
imunologica [110]. Ja foi mostrado que as HSPs interagem com celulas inatas pela ligagdo aos
receptores semelhantes a Toll, principalmente TLR2 e TLR4, presentes em DCs e
macrofagos [111,112].

DCs murinas estimuladas com HSP70 de camundongos ou de micobacteéria, e pulsadas
com proteoglicano, um antigeno indutor de artrite, suprimiram o desenvolvimento da doenca
em camundongos com artrite induzida por proteoglicano (PGIA), provavelmente com

participacdo da IL-10 induzida por HSP70 [113]. Nesse sentido, BMDCs estimuladas com
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HSP70 por 24 ou 48 horas, apresentaram reducao na expressao de MHC-11 e CD86, sugerindo
que essa proteina induz DCs com perfil tolerogénico [114]. Foi mostrado que pacientes com
artrite apresentam elevacdo de HSP70 no liquido sinovial em resposta a inflamacado, e essa
HSP induz aumento de I1L-10 via TLR4 nos fibroblastos, além de reduzir a producéo de IL-6 e
IL-8 [115]. Além disso, com o objetivo de avaliar o efeito de uma vacina de DNA de HSP65
na artrite, um estudo mostrou que a vacina induziu protegdo contra o desenvolvimento da
doenca, e em paralelo aumentou a producao de IL-10 e reduziu IL-6 e IL-12 em sobrenadante

de células do baco reestimuladas com HSP65 recombinante [116].

Os efeitos imunorreguladores de HSP65 j& foram mostrados na tuberculose [117], na
paracoccidioidomicose [118] e na asma [119]. Adicionalmente, em modelo de DM1 induzida
por STZ, a aplicacdo de trés doses de vacina contendo DNA de HSP65 de micobactéria foi
eficaz na reducdo da insulite, efeito associado com aumento de IL-10 e Tregs no bacgo, e
reducdo de T CD8" infiltrantes no péancreas dos camundongos vacinados [120]. Em
camundongos NOD com 4 semanas de idade, antes do inicio de DML, a aplicacdo de HSP65
contendo o peptideo diabetogénico P277 na mucosa nasal foi capaz de inibir o
desenvolvimento de DM1 e evitar a mortalidade decorrente do agravamento da doenca [121].
Além disso, as células T dos camundongos vacinados com HSP65-P277 foram fracamente
ativadas e tiveram reducdo na proliferacdo apds reestimulo com o peptideo quando
comparado com as células T dos camundongos controle, sugerindo que a vacina foi capaz de

induzir toleréncia ao antigeno diabetogénico [121].

O papel de HSP65 na patogénese de DML ainda ndo estd claro [122]. Além dos
autoanticorpos classicos detectados no soro de pacientes com DM1, anticorpos anti-HSP65
também ja foram detectados no soro desses individuos, mas ndo foram considerados como
marcadores da doenca [123]. Por outro lado, ja foi mostrado que os soros de pacientes com
DM1 e DM2 reagem de forma cruzada com peptideos HSP65 micobacterianos conservados,
provavelmente devido a presenca de peptideos significativamente conservados entre a HSP65
micobacteriana e a HSP60 humana [124]. Nesse mesmo estudo, o estimulo de celulas
mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) com HSP65 induziu aumento de
citocinas pro-inflamatdrias, sugerindo que HSP65 pode contribuir com a patogénese de DM1
[124].

A tolerancia oral € definida como a supressdo ou reducédo da resposta imune especifica
contra um antigeno, alcancada pela administragdo desse antigeno em baixas doses por

determinado periodo por via oral [125]. Se HSP65 possuir algum papel na patogénese de
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DML, estratégias de entrega de HSP65 na mucosa intestinal antes do inicio ou concomitante
com o desenvolvimento da doenga podem ser eficazes na inducdo de toleréncia oral e reducdo

da incidéncia da doenca.

1.4 Lactococcus lactis como veiculo de entrega de proteinas

L. lactis, da familia Streptococcaceae, faz parte do grupo de bactérias &cido latico
(LAB), que compreende bactérias Gram positivas, aerotolerantes, ndo formadoras de esporos
e que produzem 4&cido latico como principal produto da fermentacdo de acucares
(homofermentacdo) [126]. J& foi mostrado que as LAB também podem produzir etanol, &cido
acético e formico como produtos da fermentacdo, na chamada heterofermentacdo [127]. Essas
bactérias vém sendo exploradas na industria de alimentos fermentados, pois contribuem com
o0 sabor, textura e seguranca desse alimentos, além de produzirem bacteriocinas, consideradas
bioconservantes [128]. A principal funcdo de L. lactis nas culturas lacteas é produzir uma
quantidade suficiente de acido lactico capaz de quebrar as proteinas do leite durante a
fermentacdo, na fabricacdo de queijos artesanais e comerciais, leite fermentado e cremes de
leite [129].

Diversas cepas de L. lactis j& foram isoladas de diferentes fontes, por exemplo, as
cepas 1L1403, CNCMI-1631 e TIFN2 foram encontradas em produtos lacteos, porém, a cepa
KF147 foi isolada originalmente de brotos de feijdo, e a cepa NCDO 2118, utilizada nesse
estudo, foi encontrada primeiramente em ervilhas [130]. Diferentemente, a cepa CV56 foi
isolada da microbiota vaginal [131]. L. lactis ¢ reconhecida como bactéria “geralmente
considerada segura” (GRAS, do inglés Generally Regarded As Safe) pela Food and Drug
Administration (FDA), e apesar de nao fazer parte da microbiota intestinal, L. lactis é capaz
de sobreviver no trato gastrointestinal de forma transitéria, mas estratégias tém sido
desenvolvidas para aumentar o tempo de viabilidade da bactéria no intestino [132,133]. Esses
fatores, somados ao fato de que todo o genoma de L. lactis ja foi sequenciado, sugerem um

potencial efeito como bactéria probidtica na satide humana [134].

Ja foi mostrada que a administragdo oral de 1x10° CFU de diferentes cepas de L. lactis
durante sete dias melhora o aspecto inflamatorio da colite induzida por DSS, reduz a producao
de TNF-a na mucosa intestinal e ainda diminui a perda de células caliciformes e o0 aumento da
permeabilidade intestinal em camundongos [135]. A administracdo de duas doses de 2,0x10°
CFU/ml de L. lactis com intervalo de sete dias entre as doses, melhorou o crescimento,
regulou o sistema GABAGérgico intestinal e aumentou a diversidade beta da microbiota

intestinal em leitdes desmamados [136]. Além disso, varios estudos clinicos com humanos
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foram realizados para avaliar os efeitos de diferentes cepas de L. lactis na hipertensdo
(NCT02670811), na rinosinusite cronica (NCT04048174) e na resisténcia a insulina
(NCT06092060), porém os resultados ainda ndo foram publicados.

Além dos potenciais efeitos benéficos das cepas selvagens, L. lactis vem sendo usado
como veiculo de entrega direcionada de vacinas, horménios ou moléculas com atividade
imunorreguladora, por meio da inducdo de expressdo heterologa de proteinas [137]. Dessa
forma, varios vetores contendo promotores constitutivos ou induziveis foram desenvolvidos
para obter aumento na secrecdo de proteinas e controlar a sua producdo [138]. O principal
sistema de expressdo de proteinas heterdlogas induziveis € o NICE (Expressdo controlada
induzivel por nisina), porém outros sistemas também sdo utilizados, como o sistema de
expressdo do gene P170, o SICE (Sistema de expressdo controlada induzido por estresse)
[139] e o XIES (Sistema de expressao induzivel por xilose), que utiliza o promotor de xyIT, o
gene da xilose permease, (PxyIT) de L. lactis NCDO2118, para controlar a expressao do gene
de interesse [140]. A administracdo de L. lactis expressando vetores de vacinas ou outras
proteinas, independente do sistema de expressao, se mostrou seguro nas vias oral, subcutanea,

intramuscular, intraperitoneal e intranasal [141].

Ja foi mostrado que L. lactis expressando o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-
1) murino promoveu melhora significante na tolerancia a glicose juntamente com aumento
dos niveis de insulina em camundongos alimentados com dieta rica em gordura (HFD) [142].
Além disso, L. lactis expressando o fator de crescimento semelhante & insulina I (IGF-I)
atenuou o score inflamatorio da colite e reforcou a funcdo de barreia no célon de

camundongos com a doenca [143].

Foi demonstrado que L. lactis expressando citocinas é uma estratégia eficaz em
diferentes contextos [144]. A administracdo preventiva de L. lactis expressando IL-35 foi
capaz de atenuar a colite [145] e reduzir IFN-y e IL-17 em modelo artrite, atenuando o
processo inflamatorio da doenca [146]. L. lactis secretando IL-10 foi capaz de proteger contra
a colite [147], e quando a expressdo dessa citocina foi associada com a expressdao do
autoantigeno GADG65, o probidtico foi capaz de reduzir a incidéncia de DM1 em
camundongos NOD [148]. De forma semelhante, a expressao de IL-4 associada com IL-10
em L. lactis atenuou a insulite em camundongos DM1 induzida por STZ, mas néo alterou a
incidéncia da doencga [149]. L. lactis expressando IL-22, IL-27 ou IL-2+antigeno Omp16 foi

capaz de aliviar a gastroenterite bacteriana [150], proteger contra colite [151] e brucelose
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[152], respectivamente. O uso de L. lactis expressando IL-6 como adjuvante de vacina

também ja foi reportado [153].

A expressdao de HSP65 ja foi induzida em L. lactis como forma de prevengdo ou
tratamento de infeccBes, alergias, doencas inflamatorias e autoimunes. A administracdo oral
profilatica de L. lactis-HSP65 atenuou os efeitos da infecgdo por Leishmania braziliensis em
associacdo com expansdo de Tregs e aumento de citocinas anti-inflamatérias, e a
administracdo terapéutica foi capaz de reduzir a carga parasitaria dos camundongos infectados
[154]. Em modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (OVA), L. lactis-HSP65 reduziu
hiperresponsividade das vias aéreas, a producéo de muco e o recrutamento de eosinéfilos para
os pulmdes [155]. Na colite e na artrite murinas, L. lactis expressando HSP65 reduziu o
processo inflamatorio nessas doencas, devido a inducdo de IL-10 e Tregs LAP*, e foi
mostrado que TLR2 é importante para a protecdo induzida pelo probiético em ambos os
contextos [156,157].

O efeito de L. lactis expressando HSP65 de Mycobacterium leprae em associagdo com
0 peptideo 1A2P2 ou P277, ambos derivados da HSP60 humana, ja foi avaliado no DM1
utilizando camundongos NOD. Em ambos os estudos, foi mostrado que o probidtico
recombinante preveniu a hiperglicemia, reduziu a insulite e a proliferacdo de esplendcitos
especificos para os antigenos [158,159]. Além disso, a administracdo de L. lactis-HSP65 +
IA2P2 reduziu a relacdo Th17/Treg no baco [158].

Apesar desses dados mostrarem o papel benéfico de L. lactis expressando HSP65 no
controle de DM1, os possiveis mecanismos de imunorregulagdo envolvidos, principalmente
0s que ocorrem nos linfonodos que drenam o intestino e o pancreas, ainda ndo foram

completamente elucidados.
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2 OBJETIVO

Determinar o efeito profilatico-terapéutico de L. lactis expressando HSP65 durante o

desenvolvimento de DM1 em modelo experimental.

2.1 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito de rHSP65 na ativacdo de células dendriticas derivadas da medula
6ssea (BMDC) e inducéo de perfil tolerogénico in vitro;

e Cultivar e validar a expressdo hetérologa de HSP65 de M. leprae em L. lactis,

e Investigar o efeito profilatico-terapéutico de L. lactis-HSP65 no DM1, com énfase na
inducdo de células dendriticas tolerogéncias e linfocitos T reguladores, utilizando
modelos de camundongos NOD e de DM1 induzida por STZ;

e Auvaliar o efeito de L. lactis-HSP65 na expressao de genes relacionados a funcéo de
barreira intestinal de camundongos com DM1,

e Investigar o papel de TLR2 e TLR4 no efeito de L. lactis-HSP65 durante o
desenvolvimento de DM1.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos (21-23g), das linhagens C57BL/6, provenientes
do Biotério Geral da Prefeitura do Campus da USP de Ribeirdo Preto, Foxp3&CF” (#006769, The
Jackson Laboratory), deficientes de TLR2 (TIr2”, #004650, The Jackson Laboratory),
deficientes de TLR4 (TlIr4”, [160]) ou deficientes de IL-10 (11107, #002251, The Jackson
Laboratory), provenientes Centro de Criacdo de Camundongos Especiais (CCCE) da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP). Também foram utilizados camundongos fémeas
das linhagens NOR/LtJ (#002050, The Jackson Laboratory) e NOD/ShiLt) (#001976, The
Jackson Laboratory) de 5-6 semanas, provenientes do CCCE. Os animais foram mantidos em
estante ventilada (Alesco, Monte Mor — SP) com livre acesso a dgua e alimento. A temperatura
do biotério foi mantida a 21°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos
foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMRP (autorizagédo n°. 007/2020), conforme ANEXO A.

3.2 Diferenciacéo e estimulos de BMDCs

Para diferenciacdo de células dendriticas in vitro foram utilizados precursores da
medula dssea de camundongos WT (C57BI/6), deficientes de TLR2 ou deficientes de IL-10.
As células foram recuperadas da medula 6ssea do fémur e tibia, e em seguida utilizamos
solucdo ACK para lisar as hemacias. Os precursores foram entdo plagueados em placas de
Petri na concentracio de 1x108 células/ml (em 10 ml de volume final por placa), em meio
RPMI completo (10% de soro bovino fetal, 1% de penicilina, 0,1% de 2-mercaptoetanol,
0,1% de gentamicina e 0,1% de anfotericina) contendo GM-CSF murino (Biolegend, cat.
576306) a 20 ng/ml. As placas foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO>. Nos dias 3, 7,
10 e 12 o meio foi substituido por meio fresco contendo GM-CSF (20 ng/ml). No dia 14, as
células semi-aderentes foram coletadas, contadas e plaqueadas em placa de cultura de 48
pocos, com 5x10° células em 500 pl de meio por pogo. Os estimulos foram realizados com
LPS (500 ng/ml, InvivoGen, cat. #tlrl-peklps, San Diego, USA) ou rHSP65 (6, 12 ou 24
pug/ml) e ap6s 24 ou 48 horas o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e as

células foram coletadas para marcacgdo para citometria de fluxo ou extracdo de RNA.
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3.3 Co-cultura de BMDC:s e linfocitos T CD4*

Para avaliar se as BMDCs previamente estimuladas com rHSP65 tem capacidade de
indugéo de Tregs, diferenciamos e estimulamos BMDCs de camundongos WT ou deficientes
de TLR2 ou IL-10, conforme descrito no item 3.2. Apds o tempo de diferenciacdo, separamos
as células vivas CD64" CD11c™ MHC-1I* CD103" por citometria de fluxo. Para obtencdo dos
linfécitos T CD4" naive, maceramos linfonodos axilares, pancreaticos, cecal e o bagco de
camundongos WT, adicionamos ACK a suspencdo de células para lisar as hemacias e
separamos as células CD4" por meio de microbeads magnéticas (MACS Miltenyi Biotec,
cat.130-104-454, Germany). Em seguida, as células T CD4" isoladas foram marcadas com
corante de viabilidade (FVS 780, cat. 565388, BD Biosciences), anti-CD3, anti-CD4 e anti-
CD62L para separacao das células T CD4" naive (vivas CD3" CD4* CD62L") por citometria
de fluxo. As células T foram estimuladas com anti-CD3 (cat. 553057, BD Biosciences) e anti-
CD28 (cat. 553294, BD Biosciences) murinos e colocadas em cultura com BMDCs CD103*
estimuladas ou ndo rHSP65, na proporcdo de 1 BMDC: 3 T CD4" naive. A co-cultura foi
realizada em placa de cultura de 96 pogos, mantida em estufa a 37°C, 5% CO3, durante 96
horas. Ao final do tempo de cultura, o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e

as células foram utilizadas para marcacéo e identificacdo de Tregs por citometria de fluxo.

3.4  Cultivo de L. lactis e inducéo da expressdo de HSP65

Foram utilizadas as cepas L. lactis NCD02118 (L.lactis subsp lactis, selvagem) e L.
lactis LLHsp65 com vetor pXyIT:SEC:hsp65, utilizando um sistema de expressdo induzivel
por xilose, que direciona a expressdo da HSP65 recombinante para 0 meio extracelular,
gentilmente cedidas pelos professores Anderson Miyoshi (UFMG) e Célio Lopes Silva
(FMRP-USP). Com o objetivo de isolar uma coldnia de cada cepa, foi realizada semeadura
por esgotamento em agar-M17 (cat. 218561, Difco, BD Biosciences) suplementado com
glicose a 0,5% para L. lactis selvagem, ou em agar-M17 suplementado com glicose a 0,5% +
Cloranfenicol (10 pg/ml) para L. lactis recombinante. Em seguida, as placas foram mantidas a
30°C por 24 horas. Ap6s o tempo de crescimento, uma coldnia de cada cepa foi transferida
para um tubo contendo meio M17 suplementado com glicose a 0,5% (e cloranfenicol para a
cepa recombinante) e as culturas mantidas a 30°C por 24 horas, sem agitacdo. No dia
seguinte, as culturas foram diluidas 10x em M17 fresco, e no tubo correspondente a cepa
recombinante foram adicionados xilose a 2%, para a inducdo da expressdao de HSP65 e

cloranfenicol. No tubo da cepa selvagem, apenas glicose a 0,5 % foi adicionada. Os tubos
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foram mantidos a 30°C por 24 horas sem agitacdo. No dia seguinte, quando a D.O. est4
aproximadamente 2.0 a 600 nm, as culturas foram centrifugadas a 14000 RPM e os pellets
ressuspendido em PBS-glicerol 20% na metade do volume da cultura do dia anterior [161].
Aliquotas de 1ml foram armazenadas a -80°C para utilizacdo nos experimentos. Antes dos
experimentos, uma aliquota de cada cepa foi descongelada para crescimento em &gar-M17 e
posterior coloragdo de Gram, para confirmar pureza do banco. A quantificacdo das UFC do
banco de cada cepa foi realizada por diluicdo seriada da aliquota e por D.O. (a 600 nm) a

partir de uma aliquota de L. lactis com UFC conhecida utilizada como padréo.

3.5  Western blot para validacao da expressao de HSP65

A confirmacdo da expressdo de HSP65 nas amostras de L. lactis foi validada por meio
de Western blot, conforme realizado em estudo anterior [155]. Em sintese, duas amostras de
cada linhagem foram centrifugadas a 14.000 RPM, a 4°C, por 7 minutos. O sobrenadante foi
concentrado utilizando colunas de ultrafiltracdo por membrana (VIVASPIN 500, cat. GE28-
9322-36, GE Healthcare). Em seguida, tanto o pellet como o sobrenadante concentrado foram
ressuspendidos, separadamente, em tampédo TES-lisozima (0,01 mol I-1 de Tris-HCI, 0,01 mol
I-1 de EDTA, 0,3 mol I-1 de NaCl, 10 mg ml-1 de lisozima, 0,01 mol I-1 de DTT, e
Complete) por 1 hora a 37°C. Posteriormente, foi adicionado SDS a 20%, agitou-se a solucéo
e foi adicionado um tampéo de amostra concentrado cinco vezes (0,2 mol I-1 de Tris-HClI,
40% de glicerol, 10% de SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol). A solucéo
resultante foi aquecida a 100°C por 5 minutos para obtencdo do extrato proteico. No dia
seguinte, os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS a 10% e posteriormente transferido para uma membrana de nitrocelulose (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A deteccdo foi realizada utilizando um anticorpo
policlonal anti-Hsp65 (1:500; Farmacore Biotecnologia Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e
IgG de camundongo marcado com peroxidase (1:1000; Molecular Probes, San Diego, CA,
EUA), seguido pela aplicacdo de um substrato de peroxidase 3,3'-diaminobenzidina (DAB,;
Kit de Substrato de Peroxidase SK-4100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA).

3.6  Coloragdo de Gram

A coloracdo de Gram foi realizada segundo as especificagdes do fabricante (LB
Laborclin). Em resumo, uma coldnia de L. lactis foi diluida em PBS 1x estéril, espalhada em
lamina de vidro, que foi secada e fixada com chama de bico de Bunsen. Apos esfriamento, a

lamina foi coberta com solugéo de violeta genciana (1 min) e em seguida lugol (1min). O
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lugol foi removido com solucéo descolorante (15 seg) e a Idmina lavada com agua corrente. A
solucgéo de fucsina foi adicionada por 40 segundos e em seguida a lamina foi lavada e deixada
em temperatura ambiente para secagem. A lamina foi observada em objetiva de imersdo para

captura das fotomicrografias.

3.7 Inducéo de diabetes tipo 1 com STZ

Os animais C57BI/6, TIr2”, TIr4” ou Foxp3tC receberam uma injecdo
intraperitoneal (i.p.) diaria de STZ (cat. S0130, Sigma, MO, USA) na concentracdo final de
40 mg/kg de peso do animal em solucéo de citrato de sédio 0,1M (pH 4,5), durante cinco dias
consecutivos, totalizando cinco inje¢des. Os camundongos controle (grupo veiculo),
receberam apenas citrato de sdédio i.p. durante os cinco dias. A glicemia dos animais foi
avaliada nos dias -5 (antes do inicio da administracdo de L. lactis), 0 (antes do inicio da
inducdo de DM1), 5, 10, 12 e 15 ap6s o inicio da indugdo. Para isso, os animais foram
mantidos em jejum por 6 horas, e em seguida uma gota de sangue foi retirada da ponta da
cauda e a glicemia determinada com uso de fitas de glicemia e glicosimetro Accu-Chek Guide
(Roche). Camundongos com duas medigdes de glicemia consecutivas > 200 mg/dL foram

considerados diabéticos [162].

3.8  Preparo de L. lactis para administracéo

Apbs descongelamento, as aliquotas de L. lactis selvagem ou expressando HSP65
foram centrifugadas a 14000 RPM, a 4°C por 12 minutos. Para remover o PBS-glicerol, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com PBS 1x estéril, e novamente
centrifugado. Por fim, o pellet foi ressuspendido novamente com PBS 1x estéril. Cada animal
recebeu 1,0x10° UFC (no modelo de DM1 induzido por STZ) ou 2,0x108 UFC (modelo do
NOD) em 200 ul de PBS 1x estéril, por gavagem. Esse procedimento foi realizado em todos

os dias de administracdo, sempre com uma aliquota nova.

3.9  Delineamentos experimentais

No modelo de DM1 induzido por STZ, os camundongos C57BI/6 ou Foxp3EC¢F” foram
divididos em quatro grupos: VH (veiculo, ndo diabético), STZ + PBS (diabético que nao
recebeu L. lactis), STZ + LL (diabético que recebeu L. lactis selvagem) e STZ + LLHSP65
(diabético que recebeu L. lactis-HSP65). No dia -5, a glicemia de jejum e peso de todos 0s
animais foi avaliado, e em seguida, L. lactis selvagem ou expressando HSP65 foi

administrado por gavagem (1,0x10° CFU) durante cinco dias consecutivos. No dia 0, a
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glicemia de jejum e peso foram novamente avaliados para inicio da indu¢do de DM1 com
STZ i.p., durante cinco dias consecutivos, concomitantemente com a administragcdo do
probidtico. No dia 4 (Gltimo dia de injecdo de STZ) a glicemia dos animais foi novamente
avaliada. Nos dez dias seguintes, a administracdo de L. lactis foi realizada em dias alternados.
Nos dias 10, 12 e 15 a glicemia e peso foram novamente avaliados. Além disso, a estimativa
do consumo de ragédo foi avaliada durante todo o experimento, por meio da diferenga entre
oferta e sobra, dividindo-se essa diferenca pelo nimero de dias e nimero de animais na caixa.
O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado no dia 14, e a eutanasia para coleta das
amostras no dia 15, ap6s 12 horas de jejum. No modelo de camundongos NOD, os animais
foram separados em trés grupos: camundongos NOR (controles que ndo desenvolvem DM1),
grupo NOD + PBS (grupo que desenvolve DM1 espontaneamente) e grupo NOD + LLHSP65
(desenvolve DML e recebeu o probidtico recombinante). Durante a semana 7, o grupo NOD +
LLHSP65 recebeu L. lactis diariamente (2,0x108 CFU), e os demais grupos receberam PBS.
Da semana 8 a 13 a administracdo foi realizada 3 vezes por semana, e nas semanas 14 a 16,
uma vez por semana. A glicemia de jejum e peso foram avaliados uma vez por semana,
durante todo o experimento. A eutanasia foi realizada na semana 16, com 0s animais em

jejum por 12 horas.

3.10 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O GTT foi realizado com injecéo intraperitoneal de solucdo de D-glicose (Sigma, cat.
G8270) a 25% (2 g/kg de peso corporal) nos camundongos ap0s 12 horas de jejum. A
glicemia foi medida aos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracdo de glicose. Um dia
apoés o GTT, todos os animais foram anestesiados com quetamina (80-100 mg/kg) / xilasina

(10mg/kg) e eutanasiados para coleta das amostras.

3.11 Coleta de sangue e obtencéo de soro

Apos a injecdo da anestesia, cerca de 500 pl de sangue de cada camundongo foi
coletado do plexo retro-orbital em tubo sem anticoagulante. As amostras foram centrifugas a
10000 RPM por 2 minutos para obtencdo do soro, que foi dividido em duas aliquotas e

congelado a -80°C.

3.12 Analise histopatolégica do pancreas e célon

A avaliagdo histopatologica do infiltrado inflamatério no péancreas e célon foi

realizada ap0s coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) de amostras fixadas em
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PBS/formaldeido 10%. Resumidamente, as amostras foram submetidas a desidratacéo,
diafanizagdo, impregnagéo, inclusdo em parafina e microtomia. Em seguida, as amostras
foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com HE. A montagem das laminas foi feita com
meio Permount (Fisher Scientific) e laminula. Foram analisadas todas as ilhotas pancreaticas
encontradas em cada camundongo por grupo, que foram avaliadas conforme o grau do
infiltrado inflamatdrio, sendo classificadas em: sem insulite, peri-insulite, insulite moderada

ou invasiva. A analise das ilhotas foi realizada no aumento de 200x.

3.13 Marcacgéo para muco com &cido periodico de Schiff (PAS)

Os cortes histologicos do colon intestinal foram desparafinizados com Xilol,
hidratados e lavados. Em seguida, os cortes foram cobertos com Acido periodico a 0,5% por
10 minutos. Apos isso, foram lavados com &gua destilada por 5 minutos e cobertos com o
reativo de Schiff por 15 minutos. Apos a lavagem com agua, as laminas foram montadas, e 5-
7 fotomicrografias (200x) de cada amostra de cada animal por grupo foram obtidas, e a
porcentagem média de marcacdo de muco foi avaliada por meio do software ImageJ (NIH,
Bethesda, Maryland).

3.14 Marcacéo de insulina por IHQ

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada para avaliar a expressao de insulina no
pancreas dos camundongos dos diferentes grupos experimentais. Os cortes histoldgicos de 4
um foram desparafinizados e incubados com tampao citrato/acido citrico (pH=6) 2 vezes
durante 5 minutos no microondas para exposicdo dos antigenos de superficie celular. As
amostras foram incubadas com anticorpo primario anti-insulina (Santa Cruz Biotechnology®,
Santa Cruz, USA). Apos o periodo de incubacdo as amostras foram lavadas com PBS/Tween
e incubadas com anticorpo secundario anti-lIgG de coelho marcado com biotina (Vector, VA,
USA). Em seguida, o conjugado HRP foi adicionado. Por fim, foi realizado o tratamento com
0 substrato DAB (Research Genetics) e contra-coloragdo com hematoxilina. As laminulas
foram aderidas as laminas com Entellan® (Merck, Germany) e as fotomicrografias (200x)
foram obtidas empregando o microscépio 6ptico Nikon® Eclipse Ts2 e software NIS Elements
(Nikon®). A determinacdo da média da porcentagem de marcacdo de insulina, foi realizada
em fotomicrografias de todas as ilhotas encontradas em cada amostra de cada camundongo,

por meio do software ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland).
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3.15 Citometria de fluxo das BMDCs e células dos linfonodos

Apo6s o tempo de estimulo das BMDCs, o sobrenadante foi separado e congelado a -
80°C para posterior dosagem de citocinas, e as células foram transferidas para uma placa de
96 pocos para marcacdo por citometria de fluxo. Os linfonodos coletados dos diferentes
grupos experimentais foram macerados com auxilio de um embolo de seringa em meio RPMI
com 5% de SBF. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a 8000 RPM por 1 minuto e o
pellet foi ressuspendido em 1 ml de meio para contagem em contador automético (TC20,
BioRad Laboratories®). Pelo menos 1x10° células foram transferidas para uma placa de 96
pocos, e em seguida, o receptor Fc foi bloqueado com Fc block (Purified rat anti-mouse
CD16/CD32, BD Pharmingen, cat. 553142) por 15 minutos. Ap6s esse o bloqueio, a
marcacdo de alvos de superficie foi realizada com anticorpos especificos conjugados com
fluorocromos na dilui¢do 1:200, durante 30 minutos. Para a marcacao de alvos intracelulares,
as células foram permeabilizadas por até 18 horas (Foxp3/transcription fator staining buffer
set, cat. 00-5523-00, Invitrogen, CA, USA), e em seguida marcadas com anticorpos na
diluicdo 1:100 por 30 minutos. Ap6s o tempo de marcacao, as células foram lavadas com PBS
1x para remover 0 excesso de anticorpos nédo ligados, e em seguida ressuspendidas em tampéao
formol 4% (Cytofix Fixation Buffer, BD Biosciences®- San Diego, CA, EUA) e transferidas
para tubos FACS. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD
Biosciences®, San Jose, CA, EUA) e a andlise realizada por meio do software FlowJo V.10.8
(BD Biosciences®, San Jose, CA, EUA). Controles de compensacédo single color ou beads
(CompBeads, cat. 552845, BD Biosciences) e controles FMO (Fluorescence minus one)
foram utilizados em todas as andlises. A lista de anticorpos, seus respectivos clones e
fluorocromos estdo listados abaixo (Quadro 1).

Quadro 1- Anticorpos e corantes utilizados na marcacédo de células para citometria de
fluxo

Marcador Fluorocromo Clone Fabricante
CD64 APC X54-5/7.1 Biolegend
CD11c PECy7 HL3 BD
CD11b APCCy7 M1/70 BD
CD103 PE M290 BD
CD274 (PD-L1) BV605 10F.9G2 Biolegend
CD69 PE H1.2F3 Biolegend
CD80 Bv421 16-10A1 Biolegend
CD282 (TLR2) Bv421 6C2 BD
CD3 APCCy7 145-2C11 BD
CD8 PECy7 53-6.7 BD
CD4 BB700 RM4-5 BD
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Foxp3 PE FJK-16s Invitrogen
I-A/I-E (MHC-I1) PerCP M5/114.15.2 Biolegend
LAP BVv421 TW7-16B4 Biolegend
PD-1 (CD279) APC 29F.1A12 Biolegend
TCRVf8.1,8.2 AF647 KJ16-133.18 Biolegend
XCR1 BVv421 ZET Biolegend
FVS 780 APCCy7 - BD
FVS 575V BV605 - BD
Live/Dead FITC - Life technologies

Fonte: autoria propria

3.16 Quantificacdo de insulina, anticorpos e citocinas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA)

Os sobrenadantes de cultura e homogenatos de tecidos (pancreas, célon e ileo distal)
dos camundongos foram utilizados para quantificacdo de citocinas, como TNF-a, IL-6, IFN-y,
IL-17, 1L-27p28/1L-30, IL-10 e TGF-B, conforme as especificacdes do fabricante (DuoSet
ELISA, R&D Systems ou ELISA MAX Deluxe, Biolegend). Para dosagem de insulina, foram
utilizadas amostras de soro dos camundongos ap6s 12 horas de jejum, e procedimento foi
realizado conforme especificagOes do fabricante (Mouse ultrasensitive insulin ELISA, Alpco).
Para a dosagem de IgG anti-insulina e IgG anti-HSP65 placas de poliestireno de 96 pogos
foram sensibilizadas com a proteina- alvo (insulina a 10 pg/ml ou rHSP65 a 5 pg/ml) diluidas
em tampdo carbonato durante 18 horas, a 4°C. Em seguida, a placa foi lavada com PBS1x-
0,05% Tween20 e foi adicionado tampdo de bloqueio (PBS1x-0,05% Tween20 acrescido com
10% de soro bovino fetal) por 1 hora a 37°C. Apos a lavagem, as amostras foram diluidas
1:25 e adicionadas aos pogos da placa, que foi mantida a 37°C durante 2 horas. As placas
entdo foram lavadas, e o anticorpo anti-mouse IgG conjugado com biotina (cat. B7022,
Sigma) foi adicionado na diluicdo 1:1000. Ap6s 1 hora de incubacdo e nova lavagem, a
estreptavidina HRP (cat. 554066, BD Biosciences) foi adicionada na diluicdo 1:1000, mantida
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a lavagem, a reacdo foi revelada com TMB
Substrate (BD OptEIA, cat. 555214, BD Biosciences). Apds 20 minutos, a reacdo foi
interrompida pela adicéo de acido sulfurico a 16% (H2SO4). A leitura da densidade Gtica das
amostras foi realizada em filtro de 450 nm e 570 nm em espectrofotdmetro de placa
(Multiskan Sky— ThermoScientific).

3.17 Extracéo de RNA e sintese de cDNA

BMDCs ou parte do colén dos camundongos foi acondicionado em Trizol® (cat.
15596018, Invitrogen, CA, USA) a -80°C até o momento da extracdo de RNA. Apos digestdo
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mecéanica do tecido, a extracdo foi realizada com a metodologia do kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, WI, USA) conforme recomendac¢des do fabricante. A concentragdo do
RNA extraido foi avaliada por meio do equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
Rockwood, TN, EUA). Posteriormente, 0 RNA extraido foi utilizado para obtencdo de 140 ng
de cDNA para BMDCs ou 1000 ng de cDNA para célon. Para isto, foi utilizado o kit
HighCapacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems — Waltham, MA, EUA) e

termociclador Mastercycler Nexus gradient (Eppendorf, Germany).

3.18 Reagdo de PCR em tempo real (QRT-PCR)

A expressdo dos genes (Quadro 2) foi avaliada em BMDCs ou colon dos
camundongos. A expressdo génica em tempo real foi avaliada empregando o sistema GoTaq
gPCR (Promega, cat. A600A) ou PowerUp SYBR Green master mix (cat. A25742, Applied
Biosystems) e o equipamento de PCR em Tempo Real Step One Plus (Applied Biosystems —
Waltham, MA, EUA) ou QuantStudio 1 (Applied Biosystems — Waltham, MA, EUA). Todos
os valores de expressdo dos genes citados acima foram normalizados pelos valores da
expressdao do gene constitutivo da B-actina. Para a construcdo do grafico, a expressdo génica
das BMDCs néo estimuladas ou do colon de animais ndo diabéticos foram consideradas

amostras de referéncias, sendo o 24T igual a 1 [163].

Quadro 2- Sequéncias dos primers utilizados nas reacdes de qRT-PCR

Gene alvo Sequéncia Forward Sequéncia Reverse

Actb GGCCAACCGTGAAAAGATGA CAGCCTGGATGGCTACGTACA
Aldhla2 CATGGTATCCTCCGCAATG GCGCATTTAAGGCATTGTAAC
Cldn2 TGCGACACACAGCACAGGCATCAC | TCAGGAACCAGCGGCGAGTAGAA
1122 GCCTTGTTTCAGATACCACAG ACCATGGAGGACAAGAATGAAG
Idol GGCTTCTTCCTCGTCTCTCTATTG | TGACGCTCTACTGCACTGGATAC
1110 GCCAACGAAGATCCTCCCCCGTAC | TAAGAGCAGGCAGCATAGCAGTGC
Zol TTCAAAGTCTGCAGAGACAATAGC | TCACATTGCTTAGTCCAGTTCC
Mucl GCAGTCCTCAGTGGCACCTC CACCGTGGGCTACTGGAGAG
Muc2 GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC
Ocludin ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT
Irf4 AGCCAGCTGGATATCTCTGA ATAATCCCTCCAGCTCCTGT

Irf8 CCCAGATTTTGAAGAAGTGAC GCTTGCATTTTTGTTCTTCC

PdI1 CCATCCTGTTGTTCCTCATTG CACTGCTTACGTCTCCTCG
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Reg3g

TTCCTGTCCTCCATGATCAAAA

CATCCACCTCTGTTGGGTTCA

Tofb

TGAACCAAGGAGACGGAATACA

GGAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACA

Fonte: autoria propria

3.19 Analise estatistica

Os resultados obtidos, analisados por meio do programa GraphPad Prism 8 (Graph

Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA), foram expressos como média + erro padrdo da

média (EPM), sendo as diferencas estatisticas determinadas pela analise de variancia (One-

way ANOVA), seguido pelo pds-teste de comparacfes multiplas (Teste de Tukey), ou teste t

de Student. As diferengas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de rHSP65 na viabilidade e
producdo de citocinas em BMDCs

Antes de testarmos o potencial terapéutico de L. lactis expressando HSP65 no
desenvolvimento de DM1, realizamos um teste de controle de qualidade da HSP65
recombinante que foi utilizada nos experimentos in vitro para descartar a possibilidade de
contaminacdo com LPS. Para isso, aquecemos uma aliquota de rHSP65 a 90°C por 30
minutos, condicdo que desnatura a proteina, mas ndo interfere na integridade do LPS. Em
seguida, estimulamos BMDCs com rHSP65 aquecida ou ndo, ou LPS por 24 horas, para
avaliar a ativacdo das BMDCs. Observamos que a rHSP65 nédo aquecida, assim como o LPS,
foi capaz de induzir aumento na expressao MHC-II (Apéndice A, Fig. Supl. 1A-B) e CD80
(Apéndice A, Fig. Supl. 1C-D) quando comparamos as BMDCs ndo estimuladas. Entretanto,
a rHSP65 aquecida ndo foi capaz de induzir essas moléculas, sugerindo que ndao ha LPS

contaminante em quantidade suficiente para ativar as BMDCs in vitro.

Nosso préximo passo foi comparar os efeitos de diferentes concentracdes de rHSP65
em BMDCs, com foco na indugdo de citocinas importantes para a polarizacdo de linfécitos T
naive. Apos a diferenciacdo das BMDCs, estimulamos as células com LPS (controle positivo
de ativacdo celular) ou rHSP65 recombinante, nas concentracdes 6; 12 ou 24 pg/ml durante
24 horas.

Apds o tempo de estimulo, observamos que tanto LPS como as trés concentracdes de
rHSP65 avaliadas reduzem a viabilidade das células, quando comparamos com as células que
ndo receberam estimulo (Fig. 1A). Como nossa hipbétese é que rHSP65 promova a
diferenciacdo de linfécitos T reguladores, avaliamos qual a concentracdo de rHSP65 que
melhor induz TGF-p, IL-10 e IL-27p28/1L-30, citocinas importantes para geracéo de Tregs ou
inibicdo de linfocitos T efetores [164-166]. Apesar de ndo detectarmos TGF-f no
sobrenadante da cultura (dados ndo mostrados), observamos que as trés concentracfes de
rHSP65 induzem maior producdo de IL-10 e IL-27 quando comparamos com as células nao
estimuladas, com pico de producdo na concentracdo de 12 pg/ml, que ndo € alterado na
concentragéo de 24 pg/ml (Fig. 1B-C). Sendo assim, escolhemos a concentragdo de 12 pg/ml

como a concentracao ideal para avaliar os efeitos imunorreguladores de rHSP65.
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Uma vez determinada a concentragéo a ser utilizada, avaliamos o efeito do tempo de
estimulo na produgdo de citocinas. Além da avaliacdo das citocinas indutoras de Treg,
avaliamos também a producéo de IL-12p170 e IL-6, citocinas essenciais para a diferenciacdo
de Thl e Thl7, respectivamente, e TNF-o, uma citocina pro-inflamatéria relacionada com a
ativagdo de células dendriticas. Observamos que a rHSP65 induziu maior producéo de IL-10
quando comparamos com o LPS ap6s 24 horas de estimulo, porém, essa producéo é reduzida
apos 48 horas (Fig. 1D). A producdo de IL-27 ndo sofreu influéncia do tempo de estimulo,
mas no tempo de 48 horas a producéo induzida pela rHSP65 é menor quando comparada a do
LPS (Fig. 1E). rHSP65 induziu TNF-a (Fig. 1F) e IL-6 (Fig.1G) de forma semelhante ao LPS,
sem diferencas entre os diferentes tempos de estimulo. A produgdo de IL-12p70 ndo foi

detectada nos tempos avaliados (dados ndo mostrados).

Com esses dados, determinarmos que 24 horas de estimulo com 12 pg/ml de rHSP65 é
a condicdo ideal para avaliarmos os efeitos dessa proteina na ativacdo e inducdo de perfil

tolerogénico nas BMDCs.
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FIGURA 1. Curva concentragdo-resposta de rHSP65 em células dendriticas derivadas da medula 6ssea
(BMDCs). BMDCs foram estimuladas com LPS (500 ng/ml) ou rHSP65 nas concentra¢des 6; 12 ou 24 pg/ml
por 24 horas para determina¢do da viabilidade por citometria de fluxo (A) e produgdo de IL-10 (B) e IL-27 (C)
no sobrenadante da cultura por ELISA. Apds 48h de estimulo, as citocinas IL-10 (D), IL-27 (E), TNF-a (F) e IL-
6 (G) foram avaliadas por ELISA. Os dados estdo expressos como média + EPM e sdo representativos de dois
experimentos independentes (n = 4-5 pocos por condicdo) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no
pos-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05. * meio vs estimulos, #
rHSP65 vs LPS, & entre diferentes concentragdes de rHSP65.
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4.2  rHSP65 ativa BMDCs e induz subpopulacdes de DCs com perfil tolerogénico

O passo seguinte foi avaliar o papel de rHSP65 no perfil de maturacdo/ativacdo de
BMDCs e na inducdo de tolDCs in vitro. Apds o periodo de 14 dias de diferenciacdo com
GM-CSF, as BMDCs foram estimuladas com LPS ou rHSP65 por 24 horas. Apds esse
periodo, definimos a populacdo de DCs (CD64 CD11c™) por citometria de fluxo (Fig. 2A).
Nessa populagdo, observamos que rHSP65 aumentou a expressdo de MHC-II (Fig. 2B) e
CD80 (Fig. 2C), indicando a capacidade de induzir a ativacdo das DCs, assim como LPS.
Além disso, observamos que somente rHSP65 foi capaz de aumentar a expressdo de CD103
(Fig. 2D), uma integrina presente em DCs tolerogénicas [167]. Na populacdo CD64
CD11c*MHC-II*, observamos que rHSP65 foi capaz de aumentar a porcentagem de cDC1
(CD11b'CD103") (Fig. 2E-F) e cDC2 (CD11b*CD103") (Fig. 2E e G), ambas subpopulacées
de DCs convencionais descritas como células de perfil tolerogénico na lamina propria
intestinal [168]. Essas células sdo conhecidas por apresentarem um perfil de ativacdo
intermediario, e como esperado, observamos que ¢cDC1 estimuladas com rHSP65 possuem
tendéncia de menor expressdo de CD80 quando comparado as estimuladas com LPS (Fig. 2H-
). Por outro lado, o perfil de expressdo de CD80 nas cDC2 foi semelhante apds estimulo com
LPS ou rHSP65 (Fig. 2J-K).

No sobrenadante da cultura, observamos que rHSP65 aumentou a razdo I1L-10/TNF-a,
e IL-10/IL-6 quando comparado as células estimuladas com LPS (Fig. 2L-M), indicando

funcionalmente um perfil de DC tolerogénico induzido por rHSP65.
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FIGURA 2. rHSP65 ativa e induz perfil tolerogénico em BMDCs. Estratégia de gates para definir a
populagdo de CD11c* diferenciadas a partir de células da medula dssea (A). Intensidade média de fluorescéncia
(MFI) de MHC-I1I (B), CD80 (C) e CD103 (D) nas células CD11c* ap6s 24h de estimulo avaliadas por citometria
de fluxo. Contour plots representativos das populagdes de cDC1 e cDC2 ap6s 24h de estimulo com LPS (500
ng/ml) ou rtHSP65 (12pg/ml) (E). Porcentagens de cDC1 (F) e cDC2 (G) determinadas por citometria de fluxo.
Gréfico de barras (H) e histogramas (I) representativos da MFI de CD80 nas cDCL1. Grafico de barras (J) e
histogramas (K) representativos da MFI de CD80 nas cDC2. Razdo entre as concentracdes de 1L-10 e TNF-a (L)
e IL-10 e IL-6 (M), detectadas no sobrenadante por ELISA. Os dados estéo expressos como média + EPM e séo
de um experimento representativo de dois experimentos independentes realizados (n = 4-5 pog¢os por condicdo) e
analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pos-teste. Os dados foram considerados estatisticamente
significantes quando p< 0,05. * meio vs estimulos, # rHSP65 vs LPS.
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43 DCs CD103* previamente estimuladas com rHSP65 induzem diferenciagédo de
células T reguladoras in vitro

Para determinar se as DCs CD103" estimuladas com rHSP65 possuem efeito funcional na
geracdo de Tregs in vitro, diferenciamos BMDCs durante 14 dias e entdo as estimulamos ou
ndo com rHSP65 por 24 horas. Em seguida, as células foram separadas em populacbes
CD103 e CD103" por sorting no citdmetro de fluxo (Apéndice A, Fig. Supl. 2A). As células
CD103" foram co-cultivadas com linfécitos naive/Th0, definidos como CD3*CD4"CD62L"
(Apéndice A, Fig. Supl. 1B) durante 96 horas, para determinacdo da porcentagem de Tregs
diferenciadas. As DCs CD103* que foram estimuladas previamente com rHSP65
apresentaram maior capacidade de geracdo de Tregs quando comparadas as DCs CD103" ndo
estimuladas (Fig. 3A-B). As Tregs diferenciadas na presenca de DCs CD103" estimuladas
com rHSP65 apresentaram maior expressdéo de CD25 quando comparamos aquelas
diferenciadas com DCs ndo estimuladas com rHSP65 (Fig. 3C). Além disso, observamos que
as DCs CD103" estimuladas com rHSP65 induziram maior produgdo de IL-10 no
sobrenadante da cultura quando comparamos as DCs nédo estimuladas (Fig. 3D). Em conjunto,
esses dados sustentam nossa hipotese de que rHSP65 induz perfil tolerogénico nas DCs que
expressam CD103, que, consequentemente, adquirem maior capacidade de inducdo de Tregs
in vitro.

Gated on CD3" live cells

Medium rHSP65
« Tho
o DC CD103+ medium
15 e DC CD103+ rHSP65

Tho ThOo+DC CD103* Th0+DC CD103*

CD3"CD4*Foxp3” cells (%)
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[ B — 3T naive

cbD25 IL-10

FIGURA 3. DCs CD103* estimuladas com rHSP65 induzem diferenciacéo de células Treguladoras in vitro.
Contour plots (A) e gréafico de barras (B) representativos da porcentagem de Tregs ap6s 96h de co-cultura de
linfocitos T naives (ThO) com DCs CD103" ou CD103* previamente estimuladas ou ndo com rHSP65.
Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de CD25 nas Tregs determinada por citometria de fluxo (C). IL-10 no
sobrenadante da cultura (D). Dados expressos como média + EPM representativos de um experimento (n = 3-5
pogos por condicao) e analisadas pelo teste ANOVA one-way e Tukey no pos-teste (B) ou teste T (C e D). Os
dados foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05. * ThO sem DC vs ThO com DC, # DC
CD103* sem HSP65 vs DC 103* rHSP65.
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4.4 Validacao do cultivo e da expresséo heteréloga de HSP65 em Lactococcus lactis

Antes de administrarmos L. lactis expressando HSP65 em camundongos diabéticos,
validamos o cultivo das cepas selvagem e recombinante e a expressao heteréloga de HSP65
na cepa recombinante. Apds semeadura em &gar-M17 e 24 horas de crescimento em
temperatura ambiente, as colbnias se apresentaram pequenas, circulares e com aspecto leitoso
(Fig. 4A). Para confirmar a pureza do estoque bacteriano, procedemos com a coloragdo de
Gram, e como esperado, observamos somente bactérias Gram-positivas, agrupadas em

estreptococos (Fig. 4B).

Para a inducdo da expressdo de HSP65 de Mycobacterium leprae em L. lactis,
utilizamos o método de inducdo por xilose [161]. Em resumo, apds o crescimento em agar-
M17, suplementado com cloranfenicol, uma coldnia foi isolada e transferida para meio M17
em caldo para crescimento. No dia seguinte, a cultura foi diluida em meio M17 fresco
suplementado com a xilose e cloranfenicol, e mantida a 30°C por 24 horas. O mesmo
procedimento foi realizado para a cepa selvagem, porém sem adi¢do de cloranfenicol e com
adicdo de glicose no lugar de xilose. No dia seguinte, o pellet bacteriano e o sobrenadante da
cultura de cada cepa foram coletados para extracdo das proteinas e separacéo por eletroforese.
Por western blot, utilizando anticorpo anti-HSP65, verificamos a presenc¢a de banda com peso
molecular proximo a da rHSP65 utilizada como padrdo, tanto no pellet bacteriano como no
sobrenadante da cultura, validando a expressao e secrecdo de HSP65 para o meio (Fig. 4C).
Como esperado, ndo detectamos a expressao de HSP65 na cepa selvagem. Sendo assim,
confirmamos que a inducdo da expressdo de HSP65 em L. lactis foi eficaz, tornando possivel

sua utilizacdo em modelo experimental.



RESULTADOS | 50

A B
§ ) % L ".I. . -.'1
: \ ;2 '. 4 0. ‘
' y ._‘ . 4 -~ g
£y - " ” V ’
roA ‘-"u .'J'."'.'
-‘ \"- > a s .

' 4 Lt Y '~ ,2 1 L
. B i ~ . *
e P - - =
:‘.o - - ‘ .

C L. lactis L. lactis
NCDO2118  SEC:hsp65
C S Cc S - rHsp65

FIGURA 4. Validacdo do cultivo e expressdo heterdloga de HSP65 em Lactococcus lactis. Aspecto
morfoldgico das coldnias de L. lactis apds 24 horas de crescimento em agar-M17 a temperatura ambiente (A).
Fotomicrografia de L. lactis (aumento 1000x, escala da barra: 10pum) corada utilizando a coloracdo de Gram (B).
Extratos proteicos de L. lactis NCDO2118 (cepa selvagem) NCDO02118: pXIES:SEC: hsp65 (secretora,
recombinante) foram preparados a partir da fragdo celular (colunas C) e sobrenadante (colunas S) e analisados
por Western blot usando anticorpos anti-Hsp65. (- canal vazio).

4.5  Lactococcus lactis expressando HSP65 controla a glicemia e reduz a incidéncia de
DM1 induzida por estreptozotocina

Para avaliar o efeito de L. lactis expressnado HSP65, utilizamos um modelo
profilatico-terapéutico, que se baseou na administracio de aproximadamente 1x10° CFU de L.
lactis (recombinante ou ndo) diariamente durante dez dias consecutivos (dia -5 a dia 4) em
camundongos Foxp3*9®, sendo cinco antes da inducdo de DM1 e cinco durante a indug&o.
Apos o fim da indugdo de DML1 (dia 5), a administracdo de L. lactis foi realizada em dias

alternados, durante dez dias (Fig. 5A).

No dia 15, ap6s o fim das administragdes do probiotico, observamos que a incidéncia
de DM1 no grupo que recebeu somente STZ foi de 100%. O grupo de camundongos que
recebeu STZ e a cepa selvagem de L. lactis apresentou 88,8% de incidéncia de DM1. Por
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outro lado, no grupo que recebeu STZ e L. lactis-HSP65 somente 45,4% dos camundongos
ficaram com DM1 estabelecida (Fig. 5B). A glicemia de jejum foi monitorada durante todo o
protocolo experimental, e observamos a partir do dia 10, a glicemia dos grupos que receberam
STZ foi maior quando comparado ao grupo que recebeu veiculo (ndo diabético), e no dia 12 o
grupo que recebeu L. lactis-HSP65 ja apresentava reducdo na glicemia quando comparado ao
grupo que recebeu L. lactis selvagem (Fig. 5C). No dia 15, a glicemia do grupo que recebeu
L. lactis-HSP65 foi consideravelmente menor quando comparada a dos grupos STZ-PBS e
STZ+ L. lactis selvagem (Fig. 5C-D).

Como medida mais sensivel e especifica para avaliar o controle glicémico, realizamos
0 teste de tolerancia a glicose (GTT). Ap6s 60 minutos da sobrecarga de glicose, observamos
gue os camundongos que receberam L. lactis-HSP65 apresentaram melhor controle da
glicemia quando comparamos aos grupos STZ-PBS e STZ+ L. lactis selvagem, efeito que se
estende até 120 minutos apds a sobrecarga de glicose (Fig. 5E-F). Em relagdo a variacdo de
peso corporal, observamos que a inducdo de DML induz perda expressiva de peso, e
curiosamente, 0s grupos que receberam alguma das cepas do probidtico apresentaram maior
dificuldade em recuperar o peso quando comparamos ao grupo diabético (Fig. 5G), apesar de
todos os grupos terem apresentando um padréo de consumo alimentar semelhante (Fig. 5H).
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FIGURA 5. L. lactis expressando HSP65 reduz a incidéncia de DM1 induzida por estreptozotocina (STZ).
Esquema do protocolo de administragdo de L. lactis selvagem ou expressando HSP65 em camundongos Foxp3CFP+
(A). Incidéncia de DM1 ap6s 15 dias do inicio da administracdo de STZ (B). Time course da glicemia apos 10
horas de jejum durante a administracdo de L. lactis (C). Glicemia de jejum apds 15 dias do inicio da administracdo
de STZ (D). Glicemia dos camundongos apoés teste de tolerancia a glicose (GTT) em diferentes tempos apds a
sobrecarga de glicose (E). Area sob a curva do gréfico E referente ao GTT (F). Variagio de peso corporal durante
a administracéo de L. lactis (G). Consumo médio de ragdo dos camundongos em gramas/dia/camundongo durante
0 protocolo experimental (H). Dados expressos como média £+ EPM compilados de dois experimentos
independentes (n = 9-11 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pés-teste, sendo

consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis
HSP65.
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46 A administracdo de L. lactis-HSP65 reduz a insulite e 1gG anti-HSP65 sérica no
DM1

Além dos efeitos benéficos observados na glicemia, avaliamos o grau de destrui¢do
das ilhotas pancreaticas. Por meio da coloragdo com hematoxilina-eosina, observamos que a
as ilhotas pancreaticas dos camundongos diabéticos que receberam L. lactis-HSP65
apresentaram estrutura preservada e com menor grau de infiltrado inflamatério quando
comparamos aos grupos STZ-PBS ou STZ- L. lactis selvagem (Fig. 6A, painel superior),
sendo que a maioria das ilhotas apresentou apenas peri-insulite ou nenhum grau de insulite
(Fig. 6B). Em concordancia com menor grau de insulite observado nas ilhotas pancreéticas do
grupo STZ+ L. lactis-HSP65, observamos maior expressao de insulina nas ilhotas desse grupo
quando comparamos ao grupo STZ+PBS (Fig. 6A, painel inferior e Fig. 6C), apesar de nao

termos observado diferencas estatisticas na insulina sérica (Fig. 6D).

Como o DM1 é uma doenca autoimune, avaliamos se no modelo de DM1 induzida por
STZ hé& aumento de IgG anti-insulina no soro e se a administracdo do probiotico expressando
HSP65 poderia diminuir a producdo desses anticorpos. No tempo analisado, ndo observamos
diferencas estatisticas na producdo de IgG anti-insulina (Fig. 6E). Alguns trabalhos da
literatura sugerem que anticorpos anti-HSP65 podem contribuir com a patogénese da DM1
em humanos [124,169]. Além disso, em outros trabalhos que utilizaram L. lactis-HSP65 via
gavagem, a reducdo de anticorpos anti-HSP65 no grupo que recebeu HSP65 indica o
estabelecimento da tolerancia oral [154,157]. Em nosso modelo, observamos um aumento de
IgG anti-HSP65 no grupo diabético, porém sem diferencas estatisticas quando comparamos
ao grupo veiculo. Por outro lado, observamos que L. lactis-HSP65 reduziu a producdo de 1gG
anti-HSP65 no soro quando comparamos aos grupos STZ+ PBS e STZ+ L. lactis, indicando

que a estratégia de inducdo de tolerancia oral foi efetiva (Fig. 6F).
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FIGURA 6. L. lactis expressando HSP65 reduz a insulite e induz toleréncia oral em modelo de DM1
induzida por estreptozotocina (STZ). Fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas corados com HE
(A, painel superior - aumento 200x, escala da barra: 50um) e cortes submetidos a imuno-histoquimica (IHQ)
para avaliacdo da marcacdo de insulina (A, painel inferior - aumento 200x, escala da barra: 50um). Avaliagéo
do grau de insulite no pancreas apés 15 dias ap6s o inicio da administracdo de STZ (B). Porcentagem de
marcacdo de insulina nos cortes histoldgicos de pancreas determinada por meio software ImageJ nas
fotomicrografias de IHQ (C). Concentracéo de insulina sérica avaliada por ELISA apds 10 horas de jejum (D).
Mensuracdo da densidade éptica para estimar IgG anti-insulina (E) e 1gG anti-HSP65 (F) no soro dos
camundongos 15 dias apds o inicio da administragdo de STZ. Dados expressos como média + EPM de um
experimento representativo de dois experimentos independentes realizados (n=3-6, A-C, E-F) ou de dados
compilados de dois experimentos independentes (n=6-11, D), comparados usando ANOVA one-way e p0s-
teste de Tukey, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L.
lactis selvagem vs L. lactis HSP65.

4.7 A administragdo de L. lactis-HSP65 reduz a incidéncia de DM1 no modelo de
camundongos NOD

O modelo de DM1 induzida por multiplas doses baixas de STZ se baseia na toxicidade
do composto, que tem alta afinidade pelo transportador GLUT2 e assim tem como alvo
principal as células B-pancreaticas, onde induz estresse oxidativo e destruicdo celular
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[170,171]. E um modelo que envolve recrutamento de células inflamatdrias que contribuem
com a dano tecidual, e apesar de ser bem estabelecido e aceito, h& controvérsias sobre a
participacdo de componentes autoimunes, como ocorre em humanos [172,173]. Pensando
nisso, avaliamos se os efeitos benéficos de L. lactis-HSP65 observados no modelo de DM1
induzido quimicamente por STZ se reproduzem no modelo de diabetes autoimune espontanea
utilizando camundongos NOD (diabéticos ndo obesos), e seus controles NOR (nédo
diabéticos). Para isso, realizamos alguns experimentos de padronizacdo (dados néo
mostrados) para definirmos o esquema de administracdo do probiotico mantendo o modelo
profilatico-terapéutico, utilizado no modelo de indugcdo com STZ. Os camundongos NOD
fémeas, com sete semanas de idade, receberam aproximadamente 2x10® CFU de L. lactis-
HSP65 diariamente durante uma semana, e em dias alternados da 8% até a 13? semana de
idade. Na ultima etapa, da 142 até a 16 semana de idade, a administracdo foi realizada uma

vez por semana (Fig. 7A).

Com esse esquema de administracdo, observamos que na 16% semana 80% dos
camundongos NOD que ndo receberam o probidtico recombinante estavam com DM1
estabelecida, contra 50% de incidéncia da doenc¢a no grupo NOD que recebeu L. lactis-HSP65
(Fig. 7B). A glicemia dos camundongos NOD comegou a se elevar na 132 semana, e na 15% e
1628, a glicemia dos camundongos que receberam o probio6tico recombinante estava reduzida
guando comparada a dos camundongos NOD que receberam PBS (Fig. 7C), confirmando que
L. lactis-HSP65 foi eficaz na protecdo contra oDM1 nesse modelo experimental. Os
camundongos NOD perderam peso quando comparamos aos camundongos NOR nao
diabéticos, e a administracdo de L. lactis-HSP65 ndo foi capaz de reverter esse efeito (Fig.
7D).

Em cortes histologicos de pancreas, observamos intenso recrutamento inflamatorio nas
ilhotas pancreéaticas dos camundongos NOD que receberam PBS, que estava atenuado nos
camundongos NOD que receberam L. lactis-HPS65 (Fig. 7E). Na andlise do grau de insulite,
encontramos insulite invasiva na maioria das ilhotas dos camundongos NOD+ PBS, enquanto
que nos camundongos que receberam L. lactis-HSP65 a maioria das ilhotas ndo apresentavam
insulite ou apenas peri-insulite (Fig. 7F), confirmando que o probi6tico foi capaz de atenuar o

processo autoimune nas ilhotas pancreaticas.
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FIGURA 7. L. lactis expressando HSP65 reduz a incidéncia de DM1 autoimune espontanea. Esquema do
protocolo de administracéo de L. lactis expressando HSP65 em camundongos NOD (A). Registro da incidéncia
de DM1 da 72 até a 162 semana de idade dos camundongos NOR e NOD (B). Time course da glicemia ap6s 10
horas de jejum durante a administracdo de L. lactis (C). Varia¢do de peso corporal durante a administracdo de
L. lactis (D). Fotomicrografias de cortes histolégicos de pancreas corados com HE - aumento 200x, escala da
barra: 50um (E). Avaliacéo do grau de insulite no pancreas na 16 semana de idade dos camundongos NOR e
NOD (F). Dados expressos como média + EPM representativos de um experimento (n = 5-11 por grupo) e
analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pos-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes
quando p< 0,05. * vs NOR, # vs NOD+ PBS.

4.8 L. lactis aumenta a expressdo de marcadores associados a melhora da fungdo de
barreira intestinal e L. lactis-HSP65 induz genes de DCs com perfil tolerogénico no col6n

AlteracBes na mucosa intestinal e prejuizos na funcdo de barreira, sdo associadas ao
DM1 [174-176]. Além disso, ja foi mostrado que L. lactis expressando HSP65 melhora a
colite em camundongos [156,177]. Nesse sentido, avaliamos os efeitos de L. lactis-HSP65 na
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mucosa intestinal dos camundongos diabéticos em nosso modelo. Primeiramente, observamos
que a inducdo de DM1 com STZ ndo altera 0 comprimento do colon quando comparamos
com o grupo nao diabético, assim como a administracdo de L. lactis selvagem ou
recombinante (Fig. 8A-B). Por outro lado, em cortes de colon corados com HE, observamos
que os camundongos com DML apresentaram uma aparente reducdo no numero de células
caliciformes quando comparamos aos demais grupos (Fig. 8C, painel superior). Para
confirmar esse dado, procedemos com a coloracdo utilizando acido periddico de Schiff (PAS),
que cora substancias ricas em carboidratos, como as mucinas, presentes no muco produzido
pelas células caliciformes [178]. De fato, observamos que os camundongos diabéticos
apresentam menor marcacdo de muco no colon quando comparamos aos demais grupos, e a
administracdo de L. lactis selvagem ou recombinante nos camundongos restaura a producao
de muco, em nivel semelhante ao grupo ndo diabético (Fig. 8C, painel inferior, 8D). Nos
grupos STZ+ PBS e STZ+ LL observamos reducdo na expressdo génica de Mucl no célon
quando comparamos ao grupo veiculo (Fig. 8E), e redu¢do de Muc2 nos grupos STZ que
receberam as cepas de L. lactis em relacdo ao grupo veiculo, sem diferencas quando
comparamos ao grupo STZ+ PBS (Fig. 8F). Como a citocina IL-22, produzida principalmente
por linfécitos Th17 e ILC3, € associada a producdo de muco no célon intestinal [179,180],
avaliamos se L. lactis induz aumento na expressao dessa citocina. Observamos que tanto os
animais diabéticos que ndo receberam o probidtico como os que receberam alguma cepa de L.
lactis apresentaram maior expressao génica de 1122, e destacamos que a administracdo da cepa
selvagem ou recombinante aumentou a expressdo desse gene de forma significativamente
maior quando comparamos ao grupo diabético (Fig. 8G). Por outro lado, ndo observamos
diferencas significativas na concentracdo de I1L-22 em homogenato de colon, detectada por
ELISA (Fig. 8H).

Além da produgdo de muco, avaliamos a expressdo de outros genes relacionados a
funcdo de barreira intestinal no célon dos camundongos. Quando comparamos com 0 grupo
diabético, noés observamos que a administracdo de L. lactis, sobretudo a cepa selvagem,
aumenta a expressdo génica de Regllly (Fig. 8I), um peptideo antimicrobiano produzido
principalmente pelas células de Paneth, que auxilia na manutengdo da mucosa intestinal, inibe
a translocacdo bacteriana e estd associado com aumento da diversidade da microbiota
intestinal [181,182]. Em relagdo aos genes de proteinas de juncdo, observamos que L. lactis-
HSP65 aumentou a expressdo do gene Tjpl, que codifica a proteina zonula occludens-1 (ZO-

1), quando comparamos ao grupo STZ+ PBS, indicando que o probidtico recombinante
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reforca a funcdo de barreira intestinal (Fig. 8J). Em relacdo a expressdo do gene Ocln, que
codifica a ocludina, observamos aumento da expressdo no grupo diabético que ndo recebeu
probidtico e também nos grupos que receberam L. lactis em relacdo ao grupo veiculo (Fig.
8K). A expressdo de Cldn2, que codifica claudina-2, foi reduzida somente no grupo diabético

que recebeu L. lactis selvagem quando comparado ao grupo veiculo (Fig. 8L).

Como utilizamos uma estratégia profilatico-terapéutica de entrega de L. lactis-HSP65
no intestino e por acreditar que as células dendriticas com perfil tolerogénico intestinais
estejam envolvidas na protecdo contra DM1, avaliamos alguns genes que estdo associados a
essas células no cdlon. A administracdo de L. lactis selvagem foi capaz de aumentar somente
a expressao génica de PdI1 quando comparado ao grupo diabético (Fig.80), enquanto que L.
lactis-HSP65 aumentou a expressao génica de Idol (Fig. 8M), Aldhla2 (Fig. 8N), PdI1 (Fig.
80), Tafb (Fig. 8P) e Irf8 (Fig. 8R). Por outro lado, L. lactis-HSP65 reduziu a expressédo de
1110 (Fig. 8Q) e ndo alterou a expressdo de Irf4 (Fig. 8S) quando comparamos ao grupo
diabético. O panorama geral da expressdo dos genes avaliados no célon pode ser observado

no heat map (Fig. 8T).

Esses dados sugerem que L. lactis melhora a funcdo de barreira intestinal no modelo
de DM1 induzido por STZ e mostram que L. lactis expressando HSP65 aumenta a expressao

de genes associados a funcdo imunorreguladora de DCs no célon de camundongos com DML.
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FIGURA 8. L. lactis aumenta a expressdo de genes associados a funcao de barreira intestinal e L. lactis-HSP65 induz
genes associados a fungdo imunorreguladora. Aspecto macroscopico dos colons intestinais (A). Comprimento do célon
em centimetros (B). Fotomicrografias de cortes histologicos de célon corados com HE (C, painel superior - aumento 200x,
escala da barra: 50pum) e cortes submetidos a coloracdo com &cido periddico de Schiff (PAS) para avaliagdo da marcagédo
de muco (C, painel inferior - aumento 200x, escala da barra: 50um). Porcentagem de marcagcdo de muco nos cortes
histolégicos de coldn corados com PAS (D). Expressdes génicas de Mucl (E), Muc2 (F) e 1122 (G) no célon avaliadas por
gRT-PCR. Quantificacdo de IL-22 em homogenato de célon avaliada por ELISA (H). Expressdes génicas de Reg3g (I),
Tjpl (J), Ocln (K), Cldn2 (L), Ido (M), Aldh1a2 (N), PdI1 (O), Tgfb (P), 1110 (Q), Irf8 (R) e Irf4 (S) no cdlon avaliadas por
gRT-PCR. Heat map representando a expressdo dos genes avaliados no célon (T). Dados expressos como média + EPM
representativos de um experimento (n = 5-6 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pds-teste,
sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis
HSP65.
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4.9 L. lactis-HSP65 induz cDC nos linfonodos que drenam o ceco e jejuno-ileo

O aumento na expressdo de genes relacionados a fungéo tolerogénica de DCs no co6lon
dos animais que receberam STZ+ L. lactis-HSP65 nos levou a investigar se de fato o
probidtico recombinante induz aumento nas populagdes de cDC nos linfonodos cecal (LC) e
jejuno-ileais (LJI). Ao final do esquema de administracdo, observamos que o L. lactis-HSP65
aumenta a porcentagem (Fig. 9A-B) e numero absoluto (Fig. 9C) da populacdo de cDC1
(CD103* CD11b) no LC quando comparamos ao grupo que recebeu L. lactis selvagem,
indicando que a HSP65 tem papel na inducdo dessas células. Por outro lado, ndo observamos
diferencas na populacdo de cDC2 (CD103" CD11b*) apds a administracdo de L. lactis (Fig.
9A, D-E). Além disso, tanto L. lactis selvagem como o recombinante aumentaram o ndmero
absoluto de cDC1 PD-L1" quando comparamos ao grupo STZ+PBS no LC, mas ndo
alteraram cDC2 PD-L1" (Apéndice A, Fig. Supl. 3A-F).

Nos linfonodos que drenam o jejuno e ileo, observamos um perfil oposto. A
administracdo de L. lactis-HSP65 ndo foi capaz de modular a porcentagem (Fig.9 F-G), o
namero absoluto (Fig. 9H) de cDC1, nem a porcentagem de cDC2 (Fig. 9F, 1), mas induziu
aumento no numero absoluto de cDC2 quando comparamos ao grupo STZ+ PBS e STZ+ L.

lactis selvagem (Fig. 9J).

Em camundongos NOD, avaliamos a inducdo de cDC1 e cDC2 no LC. Nesse modelo,
ndo obtivemos diferencas na porcentagem de cDC1 (Apéndice A, Fig. Supl. 4A-B), porém
observamos que camundongos NOD que ndo receberam L. lactis-HSP65 possuem numero
absoluto de cDC1 reduzido no LC (Apéndice A, Fig. Supl. 4C), sugerindo que no DM1 a
inducdo dessas células fica comprometida. Por outro lado, a administracdo de L. lactis-
HSP65 tende a elevar essas celulas ao nivel dos camundongos NOR (Apéndice A, Fig. Supl.
4C). Em relagdo a cDC2, ndo observamos diferengas na porcentagem (Apéndice A, Fig. Supl.
4A,D), mas o numero absoluto estava reduzido nos camundongos NOD e NOD que
receberam L. lactis- HSP65 (Apéndice A, Fig. Supl. 4E).

Esses dados sugerem que L. lactis expressando HSP65 atua de forma dinamica,
induzindo diferentes perfis de cDC em diferentes compartimentos do intestino no modelo

experimental de DM1.
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FIGURA 9. L. lactis expressando HSP65 aumenta ¢cDC1 no linfonodo cecal e cDC2 nos linfonodos jejuno-
ileais durante DM1. Contour plots representativos das populagdes cDC1 e cDC2 no linfonodo cecal avaliadas por
citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 no linfonodo cecal (B). Nimero absoluto de cDC1 no linfonodo
cecal (C). Porcentagem de ¢cDC2 no linfonodo cecal (D). Nimero absoluto de ¢cDC2 no linfonodo cecal (E).
Contour plots representativos das populaces cDC1 e ¢cDC2 nos linfonodos jejuno-ileais avaliadas por citometria
de fluxo (F). Porcentagem de ¢cDC1 nos linfonodos jejuno-ileais (G). Nimero absoluto de ¢cDC1 nos linfonodos
jejuno-ileais (H). Porcentagem de cDC2 nos linfonodos jejuno-ileais (1). Ndmero absoluto de cDC2 nos linfonodos
jejuno-ileais (J). Dados expressos como média £ EPM representativas de dois experimentos independentes (n = 4-
6 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pés-teste, sendo consideradas estatisticamente
diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.
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4.10 L. lactis-HSP65 induz cDC1 expressando TLR2 em linfonodos intestinais

Os receptores TLR2 e TLR4, comumente encontrados na superficie de células
apresentadoras de antigenos, sdo capazes de reconhecer HSP65 e induzir respostas pré ou
anti-inflamatorias [183,184]. Nesse sentido, avaliamos os efeitos de L. lactis-HSP65 na

expressao de TLR2 na superficie das cDCs avaliadas anteriormente.

No LC, observamos que o probidtico expressando HSP65 induz aumento na
porcentagem de cDC1 TLR2" quando comparado aos demais grupos (Fig. 10A-B) e induz
aumento no numero absoluto dessas células quando comparamos ao grupo veiculo (Fig. 10C),
sem modular a intensidade da expressdo de TLR2 nessa populagdo celular (Fig. 10D) no
tempo avaliado. Por outro lado, L. lactis- HSP65 nédo induziu aumento de TLR2 nas cDC2 do
LC (Fig. 10E-H).

Adicionalmente, no LJI, L. lactis- HSP65 nd&o modulou a porcentagem (Fig.10l) e
numero absoluto (Fig. 10J) de cDCL1 expressando TLR2, mas induziu aumento na intensidade
de expressdo desse receptor nas cDC1 quando comparamos aos grupos diabético e diabético
que receberam L. lactis selvagem (Fig. 10K-L). N&o observamos diferencas significativas nas
cDC2 expressando TLR2 nesses linfonodos (dados ndo mostrados).

Em conjunto, esses dados mostram que HSP65 promove inducdo das cDC1 que
expressam TLR2 nos linfonodos intestinais, sugerindo que esse receptor pode estar envolvido
com o efeito benéfico induzido por L. lactis- HSP65 no DM1.



RESULTADOS | 63

A Gated in CD64", CD11c* MHC-II* CD103* CD11b"
VH STZ STZ+LL STZ+LL HSP65
TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+
94,6 5,36 91,1 8,92 88,7 13 79,0 21,0
-
c
=3
5]
8 L
w‘ 0’ 03 0 us DI 0’ VH 10’ Iﬂs 0 v U" u‘ 5 Iul qu Iva Iu‘ ID!
TLR2
B cDC1 TLR2® C D
® VH
50 20 1500
- = o STZ+PBS
EE o
£ 20 E 15 * o0 @ STZ+LL
3 a e T 1000 e ® e STZ+LLHSP85
o 30 @ =
Lc + Q ° =
E +, 10 o
g 20 & 11 .
= = r%‘ o 2 s00 o
Q10 iy .
a ] e | 8
° Q m ﬁ .
Q
0 0 0
E Gated in CD64, CD11¢* MHC-II* CD103* CD11b*
VH STZ STZ+LL STZ+LL HSP65
TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+ TLR2- TLR2+
0785 215 783 217 746 254 722 278
0
o
c
=]
o
O L
' 0’ u:‘ 0 \Us 0 0’ D:‘
TLR2
F cDC2 TLR2" G
40 8
- L] —
= o
= ) =
% 30 e o o : 6
o o
LC ‘E:‘ 20 ,: 4
_| L ['4
= ° =
3 10 ° o 2
a 8
o o
5}
0 0
| cDC1 TLR2+ J
20 12
= £
=15 3 9 . _
E: 5 £
LJI 10 26 =
° g
0 = =]
a5 % 3 ° .

o

FIGURA 10. L. lactis expressando HSP65 aumenta cDC1 TLR2* em linfonodos intestinais durante DM1.
Histogramas representativos da porcentagem de cDC1 expressando TLR2 no linfonodo cecal determinada por
citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 TLR2* no linfonodo cecal (B). Ndmero absoluto de cDC1 TLR2*
no linfonodo cecal (C). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de TLR2 nas cDC1 (D). Histogramas
representativos da porcentagem de cDC2 expressando TLR2 no linfonodo cecal determinada por citometria de
fluxo (E). Porcentagem de cDC2 TLR2* no linfonodo cecal (F). Nimero absoluto de cDC2 TLR2* no linfonodo
cecal (G). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de TLR2 nas cDC2 (H). Porcentagem de cDC1 TLR2* nos
linfonodos jejuno-ileais (1). Namero absoluto de cDC1 TLR2* nos linfonodos jejuno-ileais (J). Intensidade média
de fluorescéncia (MFI) de TLR2 nas cDC1 (K-L). Dados expressos como média + EPM representativas de dois
experimentos independentes (n = 4-6 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pés-teste,
sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs
L. lactis HSP65.
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411 L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressao de PD-1, mas ndo altera as células T
patogénicas nos linfonodos intestinais

Nossos dados, até o momento, mostram que L. lactis expressando HSP65 controla a
glicemia e reduz a incidéncia de DM1, em associacdo com melhoras na funcdo de barreira
intestinal e inducdo de células dendriticas tolerogénicas, principalmente cDC1 TLR2" nos
linfonodos que drenam jejuno, ileo e ceco. Ja é mostrado que as cDCs, principalmente cDC1,
sdo importantes indutoras de Tregs, tanto in vivo como in vitro [50,185]. Como as Tregs
possuem papel chave no controle de doencas autoimunes [186], investigamos se a

administracdo de L. lactis- HSP65 altera também as Tregs nos linfonodos cecal e jejuno-ileal.

Observamos que L. lactis- HSP65 aumentou a porcentagem Tregs no LC quando
comparamos com o grupo veiculo (Fig. 11A-B). Quando observamos o nimero absoluto de
Tregs, L. lactis- HSP65 aumentou essa populacdo quando comparamos como grupo STZ que
ndo recebeu probiotico (Fig. 11C). Além disso, as Tregs de camundongos que receberam L.
lactis -HPS65 apresentaram maior intensidade de expressdo de PD-1 quando comparamos as
Tregs de camundongos diabéticos que ndo receberam L. lactis (Fig. 11D-E), sugerindo que a
HSP65 aumenta a capacidade supressora das Tregs no LC. Nesse sentido, avaliamos também
os linfocitos T CD4" ou CD8" que expressam TCRV[S8.1/2%, clones autorreativos associados
a diversas doencas autoimunes [187,188], porém, ndo observamos diferencas estatisticas na

porcentagem dessas células no LC (Fig. 11F-G).

Nos LJI, ndo observamos diferengas na porcentagem de Tregs entre os grupos (Fig.
11H-1), mas observamos que L. lactis- HPS65 aumenta o numero absoluto de Tregs quando
comparamos com 0s grupos veiculo e STZ+ PBS (Fig. 11J). De forma contraria ao observado
no LC, L. lactis- HSP65 induz aumento na expressdo de PD-1 somente quando comparamos

ao grupo veiculo, mas ndao com o grupo STZ+ PBS (Fig. 11K-L).

Adicionalmente, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou consideravelmente a
expressdo de PD-1 nos linfécitos T CD8" quando comparamos com o grupo STZ+ PBS, tanto
no LC como LJI (Apéndice A, Fig. Supl. 5A-B), sugerindo que os efeitos imunorreguladores
induzidos por HSP65 néo se restringem a apenas linfocitos T CD4".

Estes dados indicam que os linfonodos intestinais, principalmente LC, séo locais
primarios de inducdo de Tregs em nosso modelo, e suportam a ideia de que essas celulas

sejam cruciais no controle de DM1 induzido por L. lactis- HSP65.
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FIGURA 11. L. lactis expressando HSP65 induz linfocitos T reguladores em linfonodos intestinais durante
DM1. Contour plots representativos da porcentagem de Tregs no linfonodo cecal determinada por citometria de
fluxo (A). Porcentagem Treg (CD3* CD4* Foxp3*) no linfonodo cecal (B). Nimero absoluto de Treg no linfonodo
cecal (C). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de PD-1 nas Tregs do linfonodo cecal (D-E). Porcentagem de
linfécitos T CD4* (F) ou T CD8* (G) que expressam o TCRVP8.1/2 no LC. Contour plots representativos da
porcentagem de Treg nos linfonodos jejuno-ileais determinada por citometria de fluxo (H). Porcentagem de Treg
nos linfonodos jejuno-ileais (I). NUmero absoluto de Treg nos linfonodos jejuno-ileais (J). Intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de PD-1 nas Tregs dos linfonodos jejuno-ileais (K-L). Dados expressos como média + EPM
representativas de dois experimentos independentes (n = 4-6 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way
e Tukey no pos-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, &
L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.
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4.12 A administracdo de L. lactis expressando HSP65 aumenta a producdo de TGF-$
no c6lon de camundongos com DM1

Apo6s o reconhecimento de um PAMP ou DAMP via TLR ou outros receptores da
imunidade inata, as DCs se tornam ativadas e aumentam a expressdo de MHC e moléculas
coestimuladoras, para entdo apresentarem o antigeno para a célula T [189]. Além desses
sinais, as citocinas liberadas pelas DCs tém papel importante na diferenciacdo de células T
efetoras para um perfil adequado, a depender do estimulo, seja infeccioso ou ndo [190]. IL-12
e IFN-y, por exemplo, sdo relacionadas com a indugdo de linfocitos Thl, ja TGF-B, com
indugdo de Tregs, e IL-6/IL-1B/TGF-B induzem linfocitos Th17 [191]. Além disso, uma vez
diferenciadas, as células T CD4" também produzem citocinas importantes para sua fungdo

efetora, como a liberagéo de IL-10 e TGF-p por Tregs [191].

Como observamos que L. lactis- HSP65 induz cDC1 e Tregs (CD3* CD4* Foxp3*)
nos linfonodos intestinais, avaliamos o perfil de producdo de algumas citocinas pro- e anti-
inflamatorias no intestino dos camundongos. No célon, observamos que L. lactis- HSP65 nédo
alterou a producdo de IL-10 (Fig. 12A), mas aumentou de maneira significativa TGF-§ (Fig.
12B). Em relacdo as citocinas pré-inflamatorias no contexto do DML, L. lactis- HSP65 nao
alterou a producéo de IFN-y (Fig. 12C) e IL-17 (Fig. 12D) no c6lon dos animais no tempo

avaliado.

No ileo, ndo observamos diferengas na producédo de IL-10 (Fig. 12E), de TGF-B (Fig.
12F) e nem na producdo de IFN- y e IL-17(dados ndo mostrados), sugerindo que o ileo ndo €
0 local de maior efeito imunorregulador de L. lactis-HSP65 em nosso modelo experimental.
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FIGURA 12. L. lactis expressando HSP65 aumenta TFG-p no célon de camundongos com DMI.
Concentracéo das citocinas IL-10 (A), TGF-B (B), IFN-y (C) e IL-17 (D) em pg/g de homogenato de célon no 15°
dia apos inicio da inducdo de DM1, avaliadas por ELISA. Concentracéo de IL-10 (E) e TGF-B (F) em pg/g de
homogenato de ileo 15° dia ap6s inicio da inducdo de DM1, avaliadas por ELISA. Dados expressos como média +
EPM compilados de dois experimentos independentes (n = 7-11 por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-

way e Tukey no pos-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs
STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.

IL-10 (pg/g of tissue)

4.13 L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressao de LAP nos linfonodos pancreéaticos e
IL-10 e TFG-p no pancreas de camundongos com DM1

Para determinar se o efeito de L. lactis- HSP65 se restringia ao intestino e linfonodos
drenantes ou se poderia atingir o pancreas e linfonodos drenantes, avaliamos o nimero de

Tregs nos linfonodos pancreaticos (LP) e a producdo de citocinas no pancreas.

Com o modelo de administracdo profilatico-terapéutico que utilizamos, observamos
que L. lactis- HSP65 aumentou a porcentagem (Fig. 13A-B) e nimero absoluto (Fig. 13C) de
Tregs nos LP quando comparado ao grupo STZ+ PBS, porém ndo alterou a intensidade da
expressdo de PD-1 nessas células (Fig. 13D-E). Como ndo observamos diferencas na
expressao de PD-1, buscamos avaliar a expressao de peptideo associado a laténcia (LAP), que
forma um complexo com TGF- de membrana nas Tregs e induz maior capacidade supressora
quando comparado as Tregs LAP™ [192]. Observamos que apesar de L. lactis- HSP65 néo
alterar a porcentagem (Fig. 13F) e intensidade de expressao de LAP (Fig. 13H-1) nas Tregs, 0
probidtico recombinante aumentou o nimero absoluto de Tregs LAP™ quando comparado ao

grupo STZ+ PBS (Fig. 13G). Interessantemente, observamos que DM1 induzida por STZ
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reduz a expressdo de PD-1 nos linfocitos T CD8" no LP, e, como observado nos linfonodos
intestinais avaliados, a administracdo do probidtico aumenta essa expressao (Apéndice A, Fig.
Supl. 5C).

Adicionalmente, observamos que L. lactis- HSP65 aumentou a porcentagem de Tregs
também no modelo utilizando camundongos NOD (Apéndice A, Fig. Supl. 4F-G), mas ndo

alterou a expressdo de PD-1 nessas celulas (Apéndice A, Fig. Supl. 41).

Em concordancia com o aumento de Tregs total e expressando LAP nos linfonodos
pancredticos no modelo de DML induzida por STZ, observamos que L. lactis- HSP65
aumentou de forma significativa a producdo de IL-10 (Fig. 13J) e de TGF-B (Fig. 13K) no
pancreas quando comparamos ao grupo STZ+ PBS, que por sua vez tem a producdo de TGF-
B reduzida quando comparamos ao grupo veiculo. Em contrapartida, ndo observamos
diferencas na producdo de IFN-y (Fig. 13L) e IL-17 (Fig. 13M) entre 0s grupos no tempo

avaliado.

Estes dados mostram que os efeitos imunorreguladores de L. lactis- HSP65 atingem os
linfonodos e tecido pancreatico, seja por migracdo de Tregs dos linfonodos intestinais para 0s

pancreaticos, ou por geracdo de Tregs diretamente no tecido.
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FIGURA 13. L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressdo de LAP nos linfonodos pancreaticos e I1L-10 e
TFG-B no pancreas de camundongos com DM1. Contour plots representativos da porcentagem de Tregs (CD3*
CD4* Foxp3*) nos linfonodos pancreaticos determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de Tregs nos
linfonodos pancreéticos (B). Nimero absoluto de Tregs nos linfonodos pancreaticos (C). Intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de PD-1 nas Tregs dos linfonodos pancreaticos (D-E). Porcentagem de Tregs expressando
LAP nos linfonodos pancredticos (F). Numero absoluto de Tregs LAP* nos linfonodos pancreaticos (G).
Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de LAP nas Tregs (H-1). Concentragdo das citocinas I1L-10 (J), TGF-p
(K), IFN-y (L) e IL-17 (M) em pg/g de homogenato de pancreas no 15° dia apds inicio da inducdo de DM1,
avaliadas por ELISA. Dados expressos como média + EPM representativo de dois experimentos independentes
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*vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.



RESULTADOS | 70

4.14 A reducdo da incidéncia de DM1 induzida por L. lactis- HSP65 é dependente de
TLR2

Nossos dados anteriores mostram que L. lactis- HSP65 induz aumento na expresséo de
TLR2 nas cDC1 nos linfonodos intestinais, sugerindo que esse receptor possa estar envolvido
na protecdo contra DM1 observada ao final do esquema de administragdo do probidtico
recombinante. Para confirmar essa hipdtese, administramos L. lactis- HSP65 em
camundongos deficientes de TLR2 e camundongos deficientes de TLR4, que também pode
estar envolvido no reconhecimento de HSP65. Primeiramente, determinamos se a deficiéncia
de TLR2 por si so alteraria a incidéncia de DM1 em modelo induzido por STZ. Para isso,
administramos STZ em camundongos WT (C57BI/6) e deficientes de TLR2 e ap6s 15 dias do
inicio da inducéo ndo observamos diferencas na glicemia entre os dois grupos, mostrando que
a deficiéncia de TLR2 ndo altera o desenvolvimento de DM1 (Apéndice A, Fig. Supl. 6A-B),
validando assim a utilizacdo desses animais para verificar o impacto de TLR2 no efeito de L.
lactis- HSP65.

Apbs 12 dias do inicio da inducdo de DM1 com STZ, observamos que todos 0s
animais WT que receberam STZ+ PBS e os deficientes de TLR2 que receberam STZ+ L.
lactis- HSP65 j& estavam com glicemia acima de 200 mg/dL (Fig. 14A-B). No 15° dia, a
glicemia dos animais TIr2”- que receberam L. lactis- HSP65 estava significativamente maior
guando comparada com a glicemia dos camundongos WT que também receberam a mesma
cepa de probidtico (Fig. 14C), indicando que L. lactis- HSP65 perdeu seu efeito protetor
contra 0 DM1 na deficiéncia de TLR2. Por outro lado, a deficiéncia de TLR4 ndo impactou a
glicemia dos camundongos quando comparada a do grupo WT (Fig. 14A-C). Ao se avaliar a
incidéncia da doenca, observamos que, de fato, L. lactis- HSP65 nédo foi capaz de reduzir a
incidéncia de DM1 nos camundongos TIr2”- como observado nos camundongos WT, e
camundongos Tlr4” exibiram um perfil intermediario de incidéncia de DM1 (Fig. 14D).
Apenas os camundongos WT que receberam L. lactis- HSP65 apresentaram perda
significativa de peso quando comparado ao grupo veiculo (Fig. 14E). Entretanto,
camundongos TIr2”- ou TIr4” que receberam L. lactis- HSP65 apresentaram encurtamento de

célon, sugerindo inflamacgéo intestinal, o que n&o foi observado no grupo WT (Fig. 14F).

Como o papel de TLR2 na prote¢éo induzida por L. lactis- HSP65 no DM1 ficou mais
evidente do que o de TLR4, nos concentramos em investigar o impacto de TLR2 no

mecanismo de imunorregulacdo envolvido durante o DM1.
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Confirmando os dados da glicemia, observamos que os camundongos deficientes de
TLR2 diabéticos que receberam L. lactis -HSP65 apresentaram maior infiltrado inflamatdrio
nas ilhotas pancreaticas quando comparado ao observado nos camundongos WT (Fig. 14G),
caracterizando maior porcentagem de ilhotas com insulite invasiva ou peri-insulite (Fig. 14H).
Em conjunto, esses dados evidenciam que HSP65 exerce seu efeito protetor no DM1 via
sinalizagédo de TLR2.
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FIGURA 14. TLR2 ¢é essencial na prote¢do contra DM1 induzida por L. lactis expressando HSP65. Time
course da glicemia ap6s 10 horas de jejum durante o protocolo de administracdo de L. lactis (A). Glicemia de
jejum apds 12 dias do inicio da administracdo de STZ (B). Glicemia de jejum apds 15 dias do inicio da
administracdo de STZ (C). Incidéncia de DM1 ap6s 15 dias do inicio da administracdo de STZ (D). Variagdo de
peso corporal durante a administracdo de L. lactis (E). Comprimento do cdlon em centimetros (F).
Fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas corados com HE, aumento 200X, escala da barra: 50um (G).
Avaliacdo do grau de insulite no pancreas apos 15 dias ap6s o inicio da administracdo de STZ (H). Dados
expressos como média + EPM representativos de dois experimentos independentes (n = 5-6 por grupo) e
analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pos-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes
quando p< 0,05. * vs VH, # vs WT STZ+PBS, & TIr2” ou TIr4” STZ + L. lactis- HSP65 vs WT STZ+ L. lactis
HSP65.
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4,15 TLR2 é importante para a indugdo de cDC1 no linfonodo cecal mediada por L.
lactis-HSP65 no modelo de DM1

Nossos dados anteriores mostraram que camundongos diabéticos que receberam L.
lactis- HSP65 tém mais cDC1 expressando TLR2 nos linfonodos cecal e jejuno-ileais. Além
disso, na deficiéncia de TLR2 o probidtico recombinante ndo consegue proteger contra o
desenvolvimento de DM1. Diante disso, avaliamos se a deficiéncia de TLR2 impactaria
diretamente na inducédo de cDC1.

Observamos que camundongos diabéticos TIr2”" que receberam L. lactis- HSP65
apresentam porcentagem de cDC1 semelhante & observada no grupo controle WT (Fig. 15A-
B), entretanto, apresentam reducédo significativa no nimero absoluto dessas células no LC

quando comparamos ao grupo WT (Fig. 15C).

O XCR1 € o receptor especifico para a quimiocina XCL1 e exibe uma expressao
elevada nas cDC1 [193]. Essas células estdo diretamente envolvidas na apresentagdo cruzada
e na inducdo de tolerancia periférica, tornando o XCR1 um marcador crucial para identificar
cDC1 com propriedades tolerogénicas importantes. [194,195]. Em nosso modelo, observamos
que as cDC1 de camundongos TIr2”" diabéticos que receberam L. lactis-HSP65 apresentam
reducdo na intensidade de expressdo de XCR1 quando comparamos ao grupo controle (Fig.
15D-E). Essa reducdo também é observada na porcentagem de cDC1 XCR1* (Fig. 15F-G),
mas ndo no numero absoluto (Fig. 15H). Esses dados indicam que TLR2 é importante para a

inducdo das cDC1 no LC e manutencdo do fen6tipo tolerogénico no modelo de DM1.
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FIGURA 15. Camundongos diabéticos e deficientes de TLR2 que receberam L. lactis-HSP65 apresentam
reducdo de cDC1 e da expressdo de XCR1 no linfonodo cecal. Contour plots representativos da porcentagem de
¢DC1 no linfonodo cecal determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 no linfonodo cecal (B).
Numero absoluto de cDC1 no linfonodo cecal (C). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de XCR1 nas cDC1
do linfonodo cecal (D-E). Contour plots representativos da porcentagem de cDC1 XCR1* no linfonodo cecal (F).
Porcentagem de cDC1 XCR1* no linfonodo cecal (G). Nimero absoluto de cDC1 no linfonodo cecal (H). Dados
expressos como média + EPM representativo de um experimento (n=4-6 por grupo) analisados pelo teste t de
Student, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. # vs WT STZ+ L. lactis HSP65.

416 TLR2 e importante para inducdo de Tregs no linfonodo pancreatico e producgédo
de IL-10 no péncreas induzidas por L. lactis- HSP65 no modelo de DM1

Ao constatarmos a relevancia do TLR2 na protecdo contra a DM1 e na inducéo de

cDC1 apbs o esquema de administracdo de L. lactis-HSP65 em camundongos diabéticos,
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procuramos avaliar como a deficiéncia desse receptor afeta alguns componentes

imunorreguladores no pancreas.

Primeiramente, observamos que camundongos deficientes de TLR2 que receberam L.
lactis-HSP65 tém reducdo na porcentagem (Fig. 16A-B) e nimero absoluto (Fig. 16C) de
Tregs nos linfonodos pancreaticos quando comparamos com o grupo WT. Em relacdo a
funcionalidade dessas células, observamos que na auséncia de TLR2 ha reducao na expressao

de PD-1 quando comparamos com o grupo WT (Fig. 16D-E).

Em relacdo as citocinas, observamos que camundongos deficientes de TLR2 que
receberam L. lactis-HSP65 tém reducdo significativa na producéo de IL-10 no pancreas (Fig.
16F), mas producdo semelhante de TGF-f quando comparamos ao grupo WT (Fig. 16G). Néo
observamos diferencas estatisticas na producdo de IFN-y e IL-17 entre os grupos (dados nédo

mostrados).

Estes dados demonstram que a diferenciacdo de Tregs e aumento na producéo de IL-
10, importantes no controle de DM1 [196,197] e mediadas por L. lactis- HSP65 em nosso

modelo experimental, sdo dependentes de TLR2.
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FIGURA 16. Camundongos diabéticos e deficientes de TLR2 que receberam L. lactis-HSP65 apresentam
prejuizo na indugdo de Tregs PD1* nos linfonodos pancreaticos e produgdo de IL-10 no pancreas. Contour
plots representativos da porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreaticos determinada por citometria de fluxo
(A). Porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreaticos (B). Numero absoluto de Tregs nos linfonodos
pancreéticos (C). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de PD-1 nas Tregs dos linfonodos pancreéticos (D-E).
Concentracdo das citocinas IL-10 (F) e TGF-B (G) em pg/g de homogenato de pancreas no 15° dia apds inicio da
inducdo de DM1, avaliadas por ELISA. Dados expressos como média + EPM representativo de um experimento
(n=4-6 por grupo) analisados pelo teste t de Student, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p<
0,05. # vs WT STZ+ L. lactis HSP65.

4.17 BMDCs de camundongos Tlr27- apresentam expressdo génica reduzida de 1110 e
Irf8 apos estimulo com rHSP65

Para investigar o papel de TLR2 no fenétipo e funcionalidade das cDC1 apdés estimulo
com rHSP65, utilizamos a estratégia in vitro de geracdo de BMDCs de camundongos WT e
deficientes de TLR2.

Primeiramente, buscamos avaliar se a indugdo de perfil tolerogénico nas BMDCs
mediada por rHSP65 é dependente de TLR2. Para isso, estimulamos as BMDCs com rHSP65
por 24 horas e analisamos a expressao de alguns genes associados a fungédo tolerogénica nas
DCs.

Observamos que rHSP65 induz aumento na expressdo de Aldhla2, porém na

deficiéncia de TLR2 essa expressao € ainda maior, fato parcialmente explicado pelo aumento
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na expressido nas BMDCs TIr2”- ndo estimuladas, sugerindo que TLR2 por si s6 regula a
expressdo de Aldhla2 (Fig. 17A). O estimulo com rHSP65 aumentou a expressdo de Pdl1 nas
BMDCs de camundongos WT, e a deficiéncia de TLR2 potencializou essa expressdo (Fig.
17B). Por outro lado, a auséncia de TLR2 ndo impactou na expressdo génica de Tfgb no
tempo avaliado (Fig. 17C).

Em dados anteriores, observamos reducdo na producdo de IL-10 nos pancreas de
camundongos TIr2” quando comparamos ao grupo WT que recebeu L. lactis- HSP65.
Pensando nisso, avaliamos se 0 mesmo ocorre diretamente nas BMDCs deficientes de TLR2,
e como esperado, na deficiéncia desse receptor a expressdo de 1110 € reduzida quando
comparamos as BMDCs WT (Fig. 17D). O mesmo ocorre com a expressao de Irf8, fator de
transcricao essencial para o desenvolvimento de cDC1 [198], que é reduzida na deficiéncia de
TLR2 apds estimulo com rHSP65 (Fig. 17E). Por outro lado, rHSP65 nem a deficiéncia de
TLR2 modulam a expresséo génica de Irf4 (Fig. 17F), fator de transcricdo das cDC2 [199].

Em conjunto, estes dados reforcam que TLR2 é essencial para que HSP65 induza o

perfil tolerogénico das cDC1, caracterizado pelo aumento na expressao de Irf8 e de 1110.

>

Aldh1a2 B Pdi1 c Tygfb

-
1

-

o
]

1.5+
& [J Medium
*

3 rHSPe5

expression
-

1

-

g

N
1
expression

Relative Aldh1a2 mRNA
o
&

Relative Pdl1 mRNA
expression
*
Relative Tgfb mRNA

0- 0= - 0.0-
wT Tirz* wT Tirz" wr Tt

1o Irf8

o
1

expression

e
o
1
expression
(=]
1

Relative 1110 mRNA
o
b

Relative Irf8 mRNA
expression
B
1
Relative Irf4 mRNA

0.0- 0-+-—= p— p— p—
WT Tz* WT Tirz* WT Tirz"

e
o
I

FIGURA 17. TLR2 é importante para a expressao génica de 1110 e Irf8 mediada por rHSP65 em BMDCs.
Expressdo relativa dos genes Aldhla2 (A), PdI1 (B), Tgfb (C), 1110 (D), Irf8 (E) e Irf4 (F) em BMDCs de
camundongos WT ou TIr2" estimuladas ou ndo com rHSP65 (12 pg/ml) por 24 horas, avaliada por qRT-PCR.
Dados expressos como média + EPM representativo de um experimento (n=5 pogos por condi¢do) analisados pelo

teste ANOVA One-way e Tukey no pds-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs
meio, & vs WT rHSP65.
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418 rHSP65 induz cDC1 e produgéo de IL-10 via TLR2 em BMDCs

Como vimos que TLR2 é importante para a indugdo de 1110 e Irf8 a nivel de expresséo
génica, nosso proximo passo foi determinar se a deficiéncia de TLR2 compromete a
diferenciacdo de cDC1 induzida por rHSP65.

Apobs 24 horas de estimulo, observamos que nas BMDCs deficientes de TLR2 o
estimulo com rHSP65 ndo foi capaz de induzir cDC1 quando comparamos as BMDCs de
camundongos WT (Fig. 18A-B). Em contrapartida, observamos que a deficiéncia de TLR2

ndo impacta na inducdo de cDC2 (Fig. 18C).

Além da porcentagem de cDCs, avaliamos se a deficiéncia de TLR2 influenciaria na
funcionalidade dessas células. Observamos que rHSP65 ndo aumenta a expressao de PD-L1
nas cDC1 (Fig. 18 D-E) e ¢cDC2 (Fig. 18F-G). Por outro lado, observamos que TLR2 é
essencial para a producdo de IL-10 ap6s estimulo com rHSP65 (Fig. 18H).

Em conjunto, esses dados suportam a ideia de que os efeitos imunorreguladores de
rHSP65 sdo induzidos via TLR2, que facilita a diferenciacdo de ¢cDC1 com aumento na
producdo de IL-10.
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FIGURA 18. rHSP65 induz cDC1 e producéo de IL-10 via TLR2 em BMDCs. Contour plots representativos
da porcentagem de ¢cDC1 e ¢cDC2 em BMDCs ap6s 24 horas de estimulo ou ndo com LPS (500 ng/ml) ou
rHSP65 (12ug/ml) determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 (B) e cDC2 (C). Intensidade
média de fluorescéncia (MFI) de PD-L1 nas cDC1 (D-E) ou cDC2 (F-G) ap6s 24 horas de estimulo com LPS ou
rHSP65 determinada por citometria de fluxo. Concentracdo de IL-10 no sobrenadante da cultura de BMDCs
estimuladas ou ndo com rHSP65 determinada por ELISA (H). Dados expressos como média + EPM
representativo de um experimento (n=4-5 pogos por condi¢do) analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey
no pos-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs meio, # vs WT rHSP65.
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419 TLR2 e IL-10 sdo importantes para a inducdo de Tregs mediada por DCs
estimuladas com rHSP65

Nossos dados in vitro mostram que HSP65 ativa BMDCs e, via TLR2, promove a
diferenciacdo de cDC1 e producdo de IL-10. Nossa hipotese, € que o eixo TLR2-IL-10 seja
importante para que as cDC1 induzam a polarizacao de linfocitos CD4 naive para Tregs, tanto

in vivo como in vitro.

Para elucidar a essa pergunta, diferenciamos BMDCs de camundongos WT, de
deficientes de TLR2 e de deficientes de IL-10 e estimulamos ou ndo com rHSP65 por 24
horas. Em seguida, isolamos as DCs CD103" e co-cultivamos com linfocitos CD4 naive
(ThO). Apos 96 horas de cultura, observamos que as DCs ndo estimuladas das trés linhagens
de camundongos induziram Tregs, 0 que nos mostra que o contato célula-célula auxilia na
polarizacdo de Tregs in vitro (Fig. 19A-B). Por outro lado, as DCs de camundongos TIr2” ou
11107 que foram estimuladas com rHSP65 induziram menos Treg quando comparadas as DCs
de camundongos WT estimuladas, mostrando que DC expressando TLR2 potencializa a

diferenciacédo de Tregs in vitro (Fig. 19A-B).

Esses dados mostram que o eixo TLR2-1L-10 é importante para que rHSP65 induza
perfil tolerogénico nas DCs CD103", que por sua vez sdo capazes de polarizar linfocitos ThO
para Tregs in vitro. Mecanisticamente, esses dados complementam nossos achados no modelo
de DM1, com o qual mostramos que, na deficiéncia de TLR2, L. lactis-HSP65 nao foi capaz
de induzir cDC1 tolerogénicas no linfonodo cecal e Tregs PD-1" nos linfonodos pancreaticos.
Esses eventos estdo associados com a falha no controle da glicemia e consequente aumento na
incidéncia de DML1.
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FIGURA 19. TLR2 e IL-10 sdo importantes para a inducdo de Tregs mediada por DCs estimuladas com
rHSP65 in vitro. Contour plots (A) e grafico de barras (B) representativos da porcentagem de Tregs ap6s 96h de
co-cultura de linfécitos T naives (Th0) com DCs CD103* previamente estimuladas ou ndo com rHSP65 (12
pg/ml). Dados expressos como média = EPM representativos de um experimento (n = 3-6 pocos por condi¢do) e
analisadas pelo teste ANOVA one-way e Tukey no pés-teste. Os dados foram considerados estatisticamente
significantes quando p< 0,05. * vs ThO sem DC, # vs ThO + DC CD103* meio, & vs DC CD103* + HSP65 de
WT.
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5 DISCUSSAO

As HSPs ja sd@o bem conhecidas por induzirem imunorregulacao, tanto em modelos in
vitro como in vivo [200]. Poucos estudos investigaram o efeito de HSP65 de M. leprae em
DCs, células essenciais para a montagem de uma resposta imune ativada ou tolerogénica
[201]. Nesse sentido, diferenciamos BMDCs e estimulamos com rHSP65 para avaliarmos o
perfil das DCs e a producéo de citocinas. Primeiramente, observamos que a proteina € capaz
de ativar BMDCs, e induzir a expressao de CD103, uma integrina-chave na inducdo de
linfocitos Tregs [202]. rHSP65 induziu cDC1 e cDC2, ambas com perfil de ativagdo
semelhante. Funcionalmente, rHSP65 induziu significativo aumento na razdo IL-10/TNF-a e
IL/10-IL-6, sugerindo predominancia do perfil regulador nessas células. Ainda mostramos
que as BMDCs CD103" estimuladas previamente com rHSP65 foram capazes de induzir
diferenciacdo de linfécitos T CD4" naive para Tregs in vitro. Contrariando nossos dados, um
estudo mostrou que rHSP65, em dose semelhante a que usamos, induziu predominantemente
producdo de TNF-a e IL-12 quando comparado com IL-10. Na co-cultura com linfocitos T
CD4" virgens, as BMDCs previamente estimuladas com rHSP65 induziram a producédo de
citocinas do perfil Thl, mas que foram eficazes na reducdo da hiperresponsividade e
inflamacédo das vias aéreas em modelo de asma alérgica [119]. Por outro lado, os dados de
Spierign e colaboradores mostraram que HSP70 de micobactéria diminui a expressdo de
CD40, CD86 e MHC-I1I nas BMDCs, e estas apresentam baixa producéo de 1L-12, mesmo na
presenca de LPS, mostrando que HSP70 consegue prevenir a ativagdo de BMDCs mantendo
um perfil regulador [113]. Nossos dados suportam a ideia de que rHSP65 pode ser uma

estratégia eficaz de inducéo de tolerancia oral em modelo de DML1.

Os efeitos benéficos de probidticos recombinantes em modelos experimentais de
infeccdes, doencas inflamatdrias e autoimunes vem sendo demonstrados nos ultimos anos,
pois constituem formas seguras e eficientes de inducdo de imunorregulagdo [203,204]. Até o
momento, diversos estudos mostraram que o uso de L. lactis expressando HSP65 é eficiente
no controle da inflamacdo em infec¢des, na colite, na artrite, na encefalomielite e no DML.
Entretanto, o0 mecanismo celular e os receptores envolvidos ainda ndo foram descritos nos
modelos de DM1. Assim, tivemos como objetivo inicial avaliar os efeitos da administracdo
oral da cepa NCDO2118 de L. lactis secretora de HSP65 no DM1, em um esquema
profilatico-terapéutico.
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Em nosso modelo, utilizando 1x10° CFU de L. lactis-HSP65 por dose, observamos
que o probidtico foi capaz de reduzir a hiperglicemia em alguns camundongos com DM1 no
15° dia apos inicio da inducdo com STZ, e isso se refletiu na reducéo da incidéncia da doenca,
que foi de 45,4%, contra 100% no grupo que ndo recebeu probiotico e 88,8% no grupo que
recebeu L. lactis selvagem. Em camundongos NOD fémeas, com 7 semanas de idade,
observamos que 2x108 CFU de L. lactis-HSP65 administrado até a 162 semana de vida, foi
capaz de controlar a hiperglicemia nas semanas 15 e 16 e reduzir a incidéncia de DM1 em
30%, associado com menor grau de insulite nas ilhotas pancreaticas. Nossos dados se
assemelham com os obtidos em estudos que utilizaram L. lactis expressando HSP65
associados com peptideos da HSP65 humana em camundongos NOD, nos quais foi observado
melhor controle da hiperglicemia, reducao da insulite e da incidéncia da doenca, que foi de 20
a 40% menor quando comparado ao grupo diabético que ndo recebeu o probidtico [158,159].
Outras estratégias utilizando L. lactis expressando IL-10 + GAD65, ou antigeno | do fator de
colonizagdo (CFA/I) também foram eficazes na redugdo da incidéncia do DM1 [148,205].

Como forma complementar de avaliar o controle glicémico em nosso modelo de DM1
induzida por STZ, realizamos o teste de tolerancia a glicose (GTT), metodologia mais acurada
na deteccdo de falhas na atividade da insulina [206]. Apesar da média da glicemia do grupo
STZ + L. lactis-HSP65 ser maior que 200 mg/dl (critério de presenca de DM1) apo6s 120
minutos da sobrecarga de glicose, essa média € significantemente menor quando comparado
ao grupo STZ que ndo recebeu probiotico, indicando que L. lactis-HSP65 melhorou a
tolerancia a glicose dos camundongos. Nossos dados corroboram parcialmente os publicados
por Liu e colaboradores, que mostraram que a administracdo de L. lactis-HSP65-1A2P2
reduziu a glicemia no GTT para uma média inferior a 200 mg/dl, evidenciando um efeito mais
robusto na tolerancia a glicose [158]. Em nosso modelo observamos que L. lactis selvagem
ndo exerceu efeitos benéficos no DML, reforcando os dados ja publicados anteriormente, nos

quais L. lactis selvagem ndo alterou os parametros clinicos da doenca [205].

Interessantemente, em ambos o0s modelos que avaliamos, os camundongos que
receberam alguma das cepas de L. lactis apresentaram perda de peso, sem afetar o consumo
de ragdo. Uma possivel explicacdo para isso é que L. lactis reduz o peso corporal e a massa
gorda peri-epididimal de forma acentuada em camundongos com obesidade [207], efeito esse
que provavelmente acontece em outras condi¢cdes, como DM1. Ainda sobre os parametros
clinicos da doencga, ndo encontramos nenhum estudo que tenha mostrado o efeito de L. lactis-

HSP65 na concentragdo de insulina sérica ou no pancreas no DM1, mas ja foi mostrado que a
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associacdo de L. lactis expressando IL-10 humana com injecOes de anti-CD3 preservou a
insulina no péncreas de camundongos NOD, dado ndo observado no grupo que recebeu
apenas anti-CD3, mostrando que o efeito é exercido pelo probidtico recombinante [148]. Em
nosso modelo, apesar de termos observado que L. lactis-HSP65 preservou a producéo de
insulina em cortes histologicos do pancreas, avaliados pro IHQ, ndo observamos diferencas
significantes entre 0s grupos na concentracdo de insulina sérica. Para entender melhor esse
resultado, iremos repetir a dosagem em diferentes tempos utilizando um kit de ELISA mais

sensivel.

Apesar da indugdo de DM1 com baixas doses de STZ ser imuno-mediado e
amplamente utilizado, a participacdo de componentes autoimunes nesse modelo é controversa
[208,209]. Pensando nisso, buscamos avaliar a presenca de IgG anti-insulina no soro dos
camundongos no modelo STZ e determinar se a administragdo de L. lactis-HSP65 altera a
producdo desses autoanticorpos. Na dose de STZ utilizada, ndo observamos aumento de IgG
anti-insulina sérica no grupo que recebeu STZ em comparacao com o grupo nao diabético, e a
administracdo de ambas as cepas de L. lactis ndo modulou esse autoanticorpo. N&o
encontramos trabalhos publicados que mostrassem a deteccdo de anticorpos anti-insulina no
modelo STZ, mas ja é bem estabelecido que em camundongos NOD [210] e em humanos
[211] h& maior concentracdo de anticorpos anti-insulina circulante. O papel de HSP65 como
autoantigeno do DML ja foi sugerido em alguns estudos, mas ainda ndo bem definido se essa
proteina contribui com o desenvolvimento da doenca [122,124]. Em nosso modelo de DM1
induzida com STZ, detectamos que os camundongos diabéticos apresentam uma média de
IgG anti-HSP65 maior no soro em relacdo ao grupo nao diabético, mas essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. Entretanto, o grupo diabético que recebeu L. lactis- HSP65
apresentou reducdo significativa no titulo desse anticorpo em rela¢do ao grupo diabético que
ndo recebeu L. lactis. Esse dado, isoladamente, ndo define se HSP65 é de fato um
autoantigeno importante, responsavel por induzir autoanticorpos na doenca, mas comprova
qgue L. lactis-HSP65 foi capaz de induzir tolerancia oral a HSP65, de forma antigeno-
especifica, como mostrado por outros grupos que utilizaram a mesma estratégia em modelo de

artrite e encefalomielite autoimune [157,212].

Como observamos que L. lactis-HSP65 melhorou os parametros clinicos de DML,
nossos proximos passos foram investigar 0s possiveis mecanismos associados. Alguns
estudos mostraram que ha uma correlagéo entre inflamacéo intestinal, alteracdes na funcéo de

barreira e DM1, tanto em camundongos como em humanos [213-215]. Portanto, avaliamos a
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inflamacéo, a producédo de muco e a expresséo de genes associados a manutencao da barreira
intestinal no célon dos camundongos. Em nossos dados, a indu¢do de DM1 com STZ néo
alterou o comprimento do co6lon, entretanto, outros estudos mostraram que a administracéo de
STZ em ratos aumentou o comprimento do célon dos animais, como possivel consequéncia
do remodelamento da matriz extracelular induzido pela polifagia observada em ratos com
DM1[216,217]. Por outro lado, foi mostrado que o STZ potencializa o encurtamento do c6lon
induzido por DSS em modelo de colite [218]. A administracdo de L. lactis, selvagem ou
recombinante, também néo alterou o comprimento do c6lon quando comparamos com 0S
demais grupos. Em relacdo as células caliciformes e producdo de muco, constatamos que
camundongos com DM1 induzida por STZ apresentaram reducdo na porcentagem de células
caliciformes, na expressdo génica de Mucl e de 1122 no c6lon quando comparamos com 0
grupo ndo diabético, sugerindo que DM1 afeta parcialmente a funcdo de barreira intestinal, ja
que a camada de muco é importante na prote¢do contra patégenos [219]. Nossos dados estdo
de acordo com dados publicados por outros grupos, que mostraram prejuizos na producao de
muco em camundongos NOD [46] e em pacientes com DM1 [29]. Interessantemente,
observamos que L. lactis, independente de HSP65, preserva a producdo de muco e a
expressdo génica de 1122 no célon, uma citocina importante na manutengdo da camada de
muco intestinal [220]. Outros estudos ja demonstraram que diversas espécies de probi6ticos
potencializam a producdo de muco [221] e sdo dependentes de IL-22 para promoverem seus

efeitos benéficos no intestino [222].

Além da producdo de muco, a producdo de peptideos antimicrobianos e a manutencgéo
das proteinas de juncdo sdo essenciais para preservar a homeostase da permeabilidade
intestinal [223]. Nossos resultados mostraram que L. lactis, selvagem ou recombinante, induz
aumento na expressdo de Reg3g no célon quando comparada ao grupo STZ. Outros
probidticos, como Bifidobacterium breve, também séo capazes de induzir Reg3g no intestino
[181]. Esse peptideo antimicrobiano é produzido principalmente pelas células de Paneth, e séo
fundamentais no controle de bactérias patogénicas e da inflamacdo no epitélio do intestino
[182]. Em nosso modelo, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou consideravelmente a
expressdo de ZO-1 no célon quando comparada ao grupo STZ, suportando a ideia de que o
probiotico reforca a funcdo de barreira intestinal aumentando também a expressdo dessa
proteina de juncdo, que geralmente é prejudicada em pacientes com doencas inflamatorias
intestinais [224] e diabetes [215].
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Buscando avaliar os efeitos de L. lactis-HSP65 nos mecanismos de imunorregulacéo
induzidos no intestino durante DM1, observamos que alguns genes relacionados a DCs com
perfil tolerogénico estavam aumentados no célon, como Idol, Aldhla2, Pdl1, Tgfb e Irf8, em
comparagdo com o grupo diabético que ndo recebeu L. lactis- HSP65. As DCs tolerogénicas
do intestino mantém sua capacidade de apresentar antigenos, mas paralelamente regulam
negativamente a expressao de moléculas coestimuladoras de células T e citocinas pro-
inflamatdrias, enquanto aumentam a expressao de moléculas inibitérias como PD-L1, CD95L
ou IDO, bem como a producéo de citocinas anti-inflamatérias, como TGF-f ¢ IL-10 [40]. Em
nosso modelo, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou ¢cDC1 (CD103* CD11b") quando
comparamos com 0s grupos ndo diabético e diabético que receberam L. lactis selvagem,
sugerindo que a HSP65 € capaz de induzir essa populacdo de DCs no LC, engquanto as cDC2
(CD103*CD11b") ndo foi alterada. De forma oposta, nos LJI ndo observamos diferencas nas
cDC1, enquanto o nimero absoluto de cDC2 foi maior no grupo diabético que recebeu L.
lactis-HSP65 quando comparado com o grupo diabético. Estes dados sugerem que ha uma
compartimentalizacdo de inducdo dessas popula¢des ao longo do intestino, que pode variar de

acordo com a regido avaliada.

Como TLR2 pode reconhecer as HSPs e contribuir com a indugdo dos efeitos
imunorreguladores [111], avaliamos a expressdo de TLR2 na superficie das populacbes de
cDCs. Interessantemente, observamos que somente L. lactis-HSP65 aumentou a porcentagem
de ¢cDC1 TLR2" no LC, e esse efeito ndo se reproduziu nas cDC2. Adicionalmente, o
probidtico recombinante também aumentou a intensidade da expressdo de TLR2 nas cDC1
dos LJI. Ja foi mostrado que em camundongos NOD pré-diabéticos e com diabetes
estabelecida ha reducdo das cDC1 quando comparado com o grupo ndo diabético [46], no
entanto, a inducdo dessas populagdes de DCs nédo é um efeito exclusivo de L. lactis-HSP65 no
DML1. De forma semelhante a nossos dados, ja foi mostrado que L. lactis-HSP65 administrado
pela via oral induziu a cDC1 no bago, mas ndo nos linfonodos mesentéricos, durante a colite
[225]. Além disso, nossos dados vdo de encontro com o0s publicados por Nelson e
colaboradores, que mostraram que L. lactis expressando CFA/I induz cDCL1 nos linfonodos
mesentéricos, concomitantemente com o aumento de IL-10, TGF-B e IDO, moléculas

inibitérias com perfil regulador [226].

As células Tregs sdo as indutoras-chave de tolerancia periférica [227]. Em nosso
modelo observamos que L. lactis-HSP65 aumenta o nimero absoluto de Tregs no LC, bem

como a intensidade de expressdo de PD-1 nessas células, sugerindo maior atividade
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supressora, e ainda induz aumento de Tregs LAP* no LP. Esses dados reforcam a capacidade
indutora de Tregs de L. lactis-HSP65 ja mostrada nos linfonodos inguinais em modelo de
encefalomielite autoimune [212], nos linfonodos mesentéricos em modelo de colite [156] e no
baco em modelo de artrite [157]. As células Tregs obtidas de camundongos NOD apresentam
baixa expressdo de LAP e outros marcadores inibitérios, como PD-1 e CD39 [228-230], e,
em concordancia com nossos dados, ja foi mostrado que o envolvimento de LAP na
capacidade supressora de Tregs induzida por L. lactis-HSP65 € essencial para a protecdo
contra o desenvolvimento de encefalomielite autoimune [212]. Em concordancia com o
aumento de Tregs induzido por L. lactis-HSP65 observado em nosso modelo, observamos que
0 probidtico recombinante aumenta a producdo de citocinas anti-inflamatorias, como TGF-
no coélon e no pancreas, e IL-10 no pancreas. De forma semelhante, Yanjun e colaboradores
mostraram que a administracdo de L. lactis-HSP65-P277 aumenta a producdo de IL-10 em

esplendcitos, de forma antigeno-especifica [159].

Além disso, ja foi mostrado que existe uma correlacdo negativa entre a expressdo de
IL-10 nas células do sangue periférico e o tempo de diagnostico em pacientes com DM1,
sugerindo que a expressao dessa citocina vai diminuido durante o curso da doenga [231]. Nos
modelos de colite, artrite e encefalomielite ja foi observado que L. lactis-HSP65 aumenta a
producdo dessas citocinas anti-inflamatdrias e estdo associadas com a atenuacdo ou prevenc¢ado
da doenca [156,157,212], mostrando que esse efeito é bastante caracteristico desse probidtico,
independente do contexto. Apesar de observamos diferencas nas citocinas anti-inflamatérias,
L. lactis-HSP65 ndo modulou a producdo de IL-17 ou IFN-y no colon, ileo ou pancreas no
tempo avaliado em nosso modelo. De forma contraria, a administracdo de L. lactis-HSP65-
P277 ou expressando CFA/I, ou ainda L. lactis-HSP65 em outros modelos de doencas
autoimunes foi capaz de reduzir citocinas pro-inflamatorias, principalmente 1FN-y
[156,159,226].

Ap6s determinarmos que L. lactis-HSP65 protege contra DM1 e induz cDC1 TLR2* e
Tregs no LC e LP, nosso passo seguinte foi avaliar se os receptores TLR2 e TLR4 poderiam
mediar os efeitos imunorreguladores de L. lactis- HSP65. Varios estudos ja haviam sugerido
que as HSPs podem induzir efeitos em APCs ap0s interacdo com receptores do tipo Toll
[111,112], o que reforcou nossa hipdtese de que a HSP65 secretada pelo probidtico estaria
envolvida na protecdo observada. De fato, observamos que camundongos deficientes de TLR2
ndo foram protegidos contra o desenvolvimento de DM1 apds administragdo de L. lactis-

HSP65 quando comparamos com o grupo WT. Na deficiéncia desse receptor, 0s
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camundongos apresentaram maior hiperglicemia, encurtamento do co6lon e maior
porcentagem de ilhotas pancreaticas com insulite invasiva. Por outro lado, a deficiéncia de
TLR4 ndo alterou a glicemia de jejum quando comparamos com o grupo WT durante a
administracdo de L. lactis-HSP65. Em paralelo a esses dados, observamos que na deficiéncia
de TLR2 a geracdo de cDC1 XCR1" fica comprometida no LC, bem como a indugdo de
Tregs, a expressdo de PD-1 no LP e a produgdo de IL-10 no péncreas. Esses dados em
conjunto, nos mostra que de fato a protecdo induzida por L. lactis-HSP65 é dependente de
TLR2, pois esse receptor € importante para a inducdo desses efeitos tolerogénicos. De forma
semelhante, Filippi e colaboradores mostraram que a sinalizacdo de TLR2 melhora a
imunorregulacdo no DM1 [232]. Neste estudo, 0s autores mostraram que a ativagao de TLR2
com um agonista sintético, o P3C, reduziu a incidéncia de DM1 em camundongos NOD. Em
paralelo, o agonista de TLR2 aumentou a porcentagem de Tregs nos LP e no baco dos
camundongos, e foi observado que o tratamento com P3C conferiu as Tregs a capacidade de
diminuir a incidéncia de DM1 neste modelo. Além disso, as DCs dos linfonodos de
camundongos que receberam P3C apresentam perfil tolerogénico e foram capazes de proteger
contra DM1 ap6s transferéncia adotiva, o que ndo ocorre com as DCs de camundongos que
néo receberam P3C [232]. Em conjunto, esses dados véo de encontro com o0 que observamos
em nosso modelo, mas em nosso caso, a HSP65 seria o “agonista de TLR2” responsavel por

promover os efeitos imunorreguladores.

A importancia de TLR2 na inducdo de Tregs também j& foi mostrada em outros
modelos. Nossos dados corroboram com a pesquisa de Gomes-Santos e colaboradores, que
mostrou que L. lactis-HSP65 protege contra a colite de forma dependente de TLR2, pois esse
receptor foi essencial para a producédo de IL-10 no homogenato de célon e para a inducdo de
Tregs no baco e linfonodos mesentéricos dos animais com colite [156]. A dependéncia de
TLR2 para prote¢do mediada por L. lactis-HSP65 também foi observada em modelo de artrite

experimental [157].

Com os dados descritos até o momento, associamos a deficiéncia sistémica de TLR2
com a reducdo de cDC1, mas ainda ndo podemos afirmar que é a deficiéncia nas DCs que
compromete a protecdo contra DM1. Para avaliar esse efeito, utilizamos BMDCs de
deficientes de TLR2 para determinar se rHSP65 atua via esse receptor especificamente nas
DCs. Primeiramente, observamos que apds 24 horas de estimulo com rHSP65, a expressédo
génica de 1110 e Irf8 foram comprometidas na deficiéncia de TLR2, sugerindo HSP65 utiliza

TLR2 para indugéo do perfil tolerogénico de cDC1 nas BMDCs. A importancia de TLR2 para



DISCUSSAD | 89

inducdo de 1110 e Irf8 j& foi reportada em APCs [233,234]. Por citometria de fluxo, nés
observamos que de fato na deficiéncia de TLR2, rHSP65 perde a capacidade de induzir cDC1
in vitro, enquanto a diferenciacio de cDC2 n3o foi alterada. Além disso, as BMDCs TIr2™"
produzem menos 1L-10 apds estimulo com rHSP65 quando comparado as BMDCs WT. Esses
dados corroboram os achados de Chamorro e colaboradores, que verificaram que DC
tolerogénicas humanas estimuladas aumentam a expressdo de TLR2 e adquirem o perfil

regulador devido a producéo de IL-10, que é dependente de TLR2 [235].

As DCs CD103" na lamina propria intestinal sdo condicionadas por fatores derivados
de outras celulas ou provenientes da dieta, como &cido retingico, por exemplo. Uma vez
condicionadas, as DCs migram para os linfonodos drenantes, onde induzem o
desenvolvimento de células Foxp3*, que migram preferencialmente de volta para o célon via
CCR9 e controlam a inflamagéo intestinal ou ainda podem migrar para outros tecidos
[202,236]. Partindo desse pressuposto, avaliamos se TLR2 e IL-10 sdo importantes para que
as BMDC CD103" estimuladas com rHSP6 induzam Tregs in vitro. Como esperado,
observamos que BMDCs deficientes de TLR2 ou de IL-10 apresentam prejuizo na geracao de
Treg ap0s 24 horas de estimulo com rHSP65. Esse dado corrobora com os achados de Wang e
colaboradores, que também observaram que a expressdo de TLR2 nas BMDCs é importante
para a inducdo de Treg apos estimulo com um antigeno derivado de HSP60 de Schistosoma
japonicum [237]. Por outro lado, nossos dados diferem dos obtidos por Nyirenda e
colaboradores, que observaram que a estimulagdo com o P3C reduziu a funcdo de Treg e
induziu polarizacdo de Th17 em amostras de pacientes com esclerose multipla, sugerindo um

efeito prejudicial apos ativacdo de TLR2 [238].

Em conjuntos, nossos dados evidenciam que L. lactis-HSP65 melhora a hiperglicemia
e reduz a incidéncia de DM1, induz expressdo de genes associados a funcdo de barreira
intestinal e promove mecanismos de imunorregulacdo durante o DM1. Além disso,
mostramos que o probidtico recombinante induz seus efeitos benéficos por meio de DCs
tolerogénicas expressando TLR2. Esses dados reforcam que o0 uso de probidticos
recombinantes pode ser uma estratégia terapéutica eficiente no controle de DML1.
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6 CONCLUSAO

A HSP65 recombinante é capaz de induzir perfil tolerogénico em BMDC, e essas,
expressando CD103, sdo eficientes na diferenciacdo de Treg in vitro. L. lactis expressando
HSP65 administrado pela via oral reduz a hiperglicemia e a incidéncia de DM1, bem como
aumenta a expressao de genes relacionados a funcdo de barreira intestinal. Como mecanismo
envolvido, demonstramos que a inducdo de cDC1 no LC, Tregs no LP e producdo de IL-10 no
pancreas é parcialmente dependente de TLR2, cuja sinalizacdo € essencial para a

imunorregulacdo mediada por L. lactis-HSP65 (Figura 20).

CECAL PANCREATIC
COLON LYMPH NODE LYMPH NODE PANCREAS
H§Ii’65
 sadl
%’ DC1 o @
'co'“ & o:‘ ~
L ] (. *'e oo
- s TGF-B
R T =
Less —
L. lactis ey _ insulite "=,
TLR2 Ap
) P _(. 'o.'.
Mucus o
TGF-B
1 Hyperglycemia

FIGURA 20. A indugéo de cDC1 TLR2* é associada com a protecdo contra DM1 mediada por L. lactis-
HSP65. Na mucosa intestinal, L. lactis secreta a HSP65, induzindo aumento de muco no célon dos animais com
DM1. Ainda no intestino, L. lactis-HSP65 induz aumento de TLR2 nas cDC1 XCR1*, e da liberagdo das
citocinas TGF-B. No linfonodo cecal (LC), as cDC1 TLR2*, provavelmente carregando peptideos derivados da
HSP65, induzem diferenciacéo de Tregs PD-1*, que provavelmente migram para o linfonodo pancreético (LP),
onde expressam LAP. No pancreas, as Tregs sdo recrutadas liberam IL-10 e TGF-B, controlando a inflamagdo e
reduzindo a insulite e hipergliecemia no DML1.
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FIGURA SUPLEMENTAR 1. rHSP65 aquecida néo é capaz de ativar BMDCs in vitro. BMDCs foram
estimuladas com LPS (500 ng/ml) ou rHSP65 fervida ou ndo (12 pg/ml) por 24 horas para avaliacdo da
intensidade média de fluorescéncia (MFI) de MHC-1I (A), porcentagem de células CD11* MHC-II* (B), MFI de
CD80 (C) e porcentagem de células CD11c* CD80* (D) por citometria de fluxo. Os dados estdo expressos como
média £ EPM e sdo representativos de um experimento realizado (n = 4-5 pogos por condicdo) e analisados pelo
teste One-way ANOVA e Tukey no pés-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes
quando p< 0,05. * vs meio, # vs rHSP65.
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A Estratégia para sorting das BMDCs CD103- e CD103*
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FIGURA SUPLEMENTAR 2. Representativos das estratégias de gate para sorting de DCs CD103*,
CD103" e linfécitos ThO. Para separacdo das DCs, consideramos as células vivas, CD64, CD11c* MHC-II* e
CD103* ou CD103" (A). Para separacdo dos linfdcitos, primeiramente isolamos as células CD4* de baco e
linfonodos de camundongos C57BI/6 utilizando beads magnéticas e obtivemos pureza de 65,4% de células CD3*
CD4* CD62L"* antes da separacdo por citometria de fluxo (B, painel superior). No sorting celular utilizando
citbmetro, isolamos as células vivas, CD3* CD4* CD62L*, alcan¢ando 99,9% de pureza apds o sorting (B, painel

inferior).
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Fig. Supl. 3
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FIGURA SUPLEMENTAR 3. L. lactis aumenta ¢cDC1 PD-L1+ no linfonodo cecal no modelo de DML1.
Porcentagem de cDC1 PD-L1* avaliada por citometria de fluxo no linfonodo cecal (A). NUmero absoluto de
c¢DC1 PD-L1* no linfonodo cecal (B). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de PD-L1 em cDC1 no
linfonodo cecal determinada por citometria de fluxo (C). Porcentagem de ¢cDC2 PD-L1* avaliada por citometria
de fluxo no linfonodo cecal (D). Nimero absoluto de cDC2 PD-L1* no linfonodo cecal (E). Intensidade média
de fluorescéncia (MFI) de PD-L1 em cDC2 no linfonodo cecal determinada por citometria de fluxo (F). Os
dados estdo expressos como média = EPM e sdo representativos de um experimento realizado (n = 4-5 animais
por grupo) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pés-teste. Os dados foram considerados
estatisticamente significantes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.
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FIGURA SUPLEMENTAR 4. L. lactis-HSP65 né&o altera cDC1 no linfonodo cecal mas aumenta Tregs nos
linfonodos pancreaticos de camundongos NOD. Contour plots representativos das populagdes cDC1 e cDC2 no
linfonodo cecal avaliadas por citometria de fluxo (A). Porcentagem de ¢cDC1 no linfonodo cecal (B). Numero
absoluto de ¢cDC1 no linfonodo cecal (C). Porcentagem de cDC2 no linfonodo cecal (D). Numero absoluto de
cDC2 no linfonodo cecal (E). Contour plots representativos da porcentagem de Treg nos linfonodos pancreaticos
avaliada por citometria de fluxo (F). Porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreaticos (G). Nimero absoluto de
Tregs nos linfonodos pancredticos (H). Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de PD-1 nas Tregs dos
linfonodos pancreéticos (1). Dados expressos como média + EPM representativas de um experimento realizado (n
= 4-6 animais por grupo) e analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pés-teste, sendo consideradas
estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs NOR, # vs NOD+ PBS.
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Fig. Supl. 5
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FIGURA SUPLEMENTAR 5. L. lactis aumenta a expressdao de PD-1 em linfécitos T CD8* no modelo de
DML1. Intensidade média de fluorescéncia (MFI) de PD-1 em linfécitos T CD8* no linfonodo cecal (A), nos
linfonodos jejuno-ileais (B) e nos linfonodos pancreéticos (C), determinada por citometria de fluxo. Os dados
estdo expressos como média £ EPM e so representativos de um experimento realizado (n = 4-5 animais por
grupo) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pos-teste. Os dados foram considerados
estatisticamente significantes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65.
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FIGURA SUPLEMENTAR 6. A deficiéncia de TLR2 n&o altera o desenvolvimento de DM1 induzida por
STZ. Time course da glicemia de jejum de camundongos WT e de deficientes de TLR2 durante inducdo de DM1
com STZ (A). Glicemia de jejum no 15° dia ap6s inicio da administracdo de STZ (B). Os dados estdo expressos
como média + EPM e sdo representativos de um experimento realizado (n = 5-6 animais por grupo) e analisados
pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pos-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes
quando p< 0,05. * vs WT STZ.
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The intestinal microbiome maintains a close relationship with the host immunity.
This connection fosters a health state by direct and indirect mechanisms. Direct
influences occur mainly through the production of short-chain fatty acids (SCFAs),
gastrointestinal hormones and precursors of bioactive molecules. Indirect mechanisms
comprise the crosstalk between bacterial products and the host's innate immune system.
Conversely, intestinal dysbiosis is a condition found in a large number of chronic
intestinal inflammatory diseases, such as ulcerative colitis and Crohn’s disease, as
well as in diseases associated with low-grade inflammation, such as obesity, type 1
and 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases. NOD-Like receptors (NLRs) are
cytoplasmic receptors expressed by adaptive and innate immune cells that form a
multiprotein complex, termed the inflammasome, responsible for the release of mature
interleukin (IL)-18 and IL-18. NLRs are also involved in the recognition of bacterial
components and production of antimicrobial molecules that shape the gut microbiota
and maintain the intestinal homeostasis. Recent novel findings show that NLRs may act
as positive or negative regulators of inflammation by modulating NF-«B activation. This
mini-review presents current and updated evidence on the interplay between NLRs and
gut microbiota and their dual role, contributing to progression or conferring protection,
in diabetes and other inflammatory diseases.

Keywords: NLRs, , gut dysbiosi y

INTRODUCTION

The healthy human intestine is colonized by several microorganisms, including fungi, viruses,
and bacteria belonging to different families (1). Studies on the gut microbiome show a high
number of bacteria from the Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, and Ruminococcaceae
families in the colon (2). On the other hand, the small intestine is mainly colonized by bacteria
from the Lactobacillaceae and Enterobacteriaceae families (3). In recent years, sequencing analysis
of the 16S rRNA gene revealed an association between the gut microbiota and inflammatory
diseases (4). Changes in the composition of the intestinal microbiota, a process called dysbiosis,
play a key role in the pathogenesis of inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis (5),
atherosclerosis (6), ulcerative colitis, Crohn’s disease (7), and diabetes mellitus type 1 and 2 (8, 9).
Accordingly, modulation of the gut microbiota by prebiotics and probiotics, as preventive or
therapeutic strategies to mitigate the pathogenesis of inflammatory diseases, has been increasingly
investigated (10).
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SUMMARY

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized by the destruction of pancreatic $ cells. We
show here that the protein NOD-like receptor family pyrin domain containing 1 (NLRP1) has a key role in the
pathogenesis of mouse and human T1D. More specifically, downregulation of NLRP1 expression occurs dur-
ing T helper 17 (Th17) differentiation, alongside greater expression of several molecules related to Th17 cell
differentiation in a signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3)-dependent pathway. These
changes lead to a consequent increase in interleukin 17 (IL-17) production within the pancreas and higher
incidence of diabetes in streptozotocin (STZ)-injected mice. Finally, in patients with TID and a SNP
(rs12150220) in NLRP1, there is a robust decrease in IL-17 levels in serum and in memory Th17 cells from pe-
ripheral blood mononuclear cells. Our results demonstrate that NLRP1 acts as a negative regulator of the
Th17 cell polarization program, making it an interesting target for intervention during the early stages of T1D.

INTRODUCTION

Type 1 diabetes (T1D) is a T-cell-mediated disease character-
ized by the autoimmune destruction of insulin-producing
pancreatic B cells (Atkinson et al., 2014; Haller et al., 2018).
The incidence of the disease has increased during the past 30
years (Patterson et al., 2009), which can only be explained by al-
terations in the environment or lifestyle (Rewers and Ludvigs-
son, 2016). In that context, several environmental factors have
been proposed as possible triggers for this disease, such as
viral infections (Filippi and von Herrath, 2008) and alterations
in the composition of the gut microbiota (dysbiosis) (Vaarala,
2008). Thus, a better understanding of the environmental trig-
gers involved in the development of T1D is of extreme impor-
tance to delay or even prevent the onset of the disease. Most
of our knowledge on the pathophysiology of T1D comes from
studies on the adaptive immune response, demonstrating a
pathogenic role for both T helper 1 (Th1) (Arif et al., 2011) and
Th17 (Honkanen et al., 2010) cells. Although studies on the
role of the innate immune response in the development of T1D

iia

are scarce (Herold et al., 2013), macrophages have been identi-
fied in the pancreas of patients with T1D (Uno et al., 2007), and
dendritic cells (DCs) were shown to capture antigens released
by apoptotic B cells and present them to antigen-specific
T cells in the pancreatic lymph nodes (PLNs) (Marleau et al.,
2008). Surprisingly, despite several studies demonstrating the
presence of cells from the innate immune response in the path-
ogenesis of T1D, the mechanisms by which pattern-recognition
receptors (PRRs) are activated in these cells and how they
initiate the autoimmune destruction of the insulin-producing
pancreatic f cells remain poorly understood. Our group and
others have shown that the lack of the NOD-like receptor family
pyrin domain containing 3 (NLRP3), a member of the NOD-like
receptor (NLR) family, protects both nonobese diabetic (NOD)
and streptozotocin (STZ)-injected C57BL/6 mice from devel-
oping diabetes (Carlos et al., 2017; Hu et al., 2015). Toll-like re-
ceptor 2 (TLR2) also has a pathogenic role in the disease,
through the production of proinflammatory cytokines, such as
interleukin-18 (IL-1p), IL-12p70, and nitric oxide (NO) (Kim
et al., 2007). Therefore, it is critical to better understand the

Cell Reports 35, 109176, May 25, 2021 © 2021 The Authors. 1
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Ethanol: striking the cardiovascular system by harming the gut microbiota
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Abstract

Ethanol consumption represents a significant public health problem, and excessive ethanol intake is a risk factor for cardiovascu-
lar disease (CVD), one of the leading causes of death and disability worldwide. The mechanisms underlying the effects of etha-
nol on the cardiovascular system are complex and not fully comprehended. The gut microbiota and their metabolites are
indispensable symbionts essential for health and homeostasis and therefore, have emerged as potential contributors to ethanol-
induced cardiovascular system dysfunction. By mechanisms that are not completely understood, the gut microbiota modulates
the immune system and activates several signaling pathways that stimulate inflammatory responses, which in turn, contribute
to the development and progression of CVD. This review summarizes preclinical and clinical evidence on the effects of ethanol
in the gut microbiota and discusses the mechanisms by which ethanol-induced gut dysbiosis leads to the activation of the
immune system and cardiovascular dysfunction. The cross talk between ethanol consumption and the gut microbiota and its
implications are detailed. In summary, an imbalance in the symbiotic relationship between the host and the commensal micro-
biota in a holobiont, as seen with ethanol consumption, may contribute to CVD. Therefore, manipulating the gut microbiota, by
using antibiotics, probiotics, prebiotics, and fecal microbiota transplantation might prove a valuable opportunity to prevent/miti-

gate the deleterious effects of ethanol and improve cardiovascular health and risk prevention.

cardiovascular system; dysbiosis; ethanol; gut microbiota; immune system

STATING THE PROBLEM
Ethanol and the Cardiovascular System

Cardiovascular disease (CVD) is a group of disorders that
affects the heart and blood vessels (1) and is among the lead-
ing causes of death and disability worldwide (1, 2). In 2016,
17.9 million deaths globally were attributed to CVD (3). Age,
sex, genetic factors, unhealthy diet, sedentary lifestyle, met-
abolic diseases, tobacco use, and excessive consumption of
ethyl alcohol (ethanol) are essential factors contributing to
CVD development (4-6).

Excessive ethanol consumption itself is responsible for
more than 3 million deaths every year or ~5% of all deaths
worldwide (3). In the United States, excessive alcohol intake
is the third leading cause of premature death, behind only
smoking and obesity (7). Although excessive ethanol con-
sumption is a significant public health problem and contrib-
utes to elevated mortality, morbidity, and disability (8), the
exact amount of ethanol that induces tissue/organ damage
or contributes to the development of diseases is unclear. In

addition, ethanol has distinctive effects that are modu-
lated by several factors, including sex, age, genetic factors,
ethnicity, body mass index, medications, diets, duration
of ethanol use, drinking pattern behavior, type of alcoholic
beverage consumed (fermented or distilled), and comor-
bidities (9-11).

The relationship between ethanol consumption and CVD
is represented by a J-shaped curve (7, 12-14), indicating that
low-to-moderate ethanol intake (1 drink/day for women or
up to 2 drinks/day for men) poses a low risk for cardiovascu-
lar morbidity and mortality (12, 15). Low doses of ethanol reg-
ulate lipid metabolism and fibrinolysis, increase adiponectin
and high-density lipoprotein (HDL) levels, decrease blood
coagulation rate, modulate platelet activity and thrombo-
genic factors, and inhibit atheroma formation. Accordingly,
low doses of ethanol benefit endothelial function, decrease
inflammation, and improve insulin sensitivity and glucose
metabolism (7, 12, 14, 16-20). In stark contrast, heavy (>4
drinks/day) and binge drinking (>5 drinks within a few
hours) are linked to adverse outcomes, increasing the risk of
death and CVD (3, 7, 21).
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That Attenuates Inflammatory Bowel
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Akkermansia muciniphila is a Gram-negative anaerobic mucus-layer-degrading bacterium
that colonizes the intestinal mucosa of humans and rodents. Metagenomic data have
shown an inverse correlation between the abundance of A. muciniphila and diseases such
as inflammatory bowel disease (IBD), obesity, and diabetes. Thus, in recent decades, the
potential of this bacterium as an immunomodulatory probiotic for autoimmune and chronic
inflammatory diseases has been explored in experimental models. Corroborating these
human correlation data, it has been reported that A. muciniphila slows down the
development and progression of diabetes, obesity, and IBD in mice. Consequently,
clinical studies with obese and diabetic patients are being performed, and the preliminary
results are very promising. Therefore, this mini review highlights the main findings regarding
the beneficial roles of A. muciniphila and its action mechanisms in autoimmune and chronic
inflammatory diseases.

Keywords: Akk iphila, gut dysbiosi ity, diab infl y bowel di

INTRODUCTION

The intestine is mainly colonized by four phyla of bacteria: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, and Actinobacteria (1). Several factors, such as the use of antibiotics, diet, and
pH can interfere with the gut microbiota. It is known that alterations in the gut microbiota
(dysbiosis) are capable of inducing abnormal immune responses in the gut-associated lymphatic
tissue and that these alterations can compromise the systemic immune response (2). The gut
microbiota regulates the host immune response through two main mechanisms: activating the
innate immune response via the Toll-like receptor (TLR) (3) and/or activating free fatty acid
receptors (FFAR) via microbial metabolites such as short-chain fatty acids (SCFAs), including
acetate, propionate, and butyrate. In addition, these metabolites can induce the differentiation of
naive T cells into regulatory T cells (Tregs) or their migration into the intestine (4). Intestinal
dysbiosis can lead to excessive activation of TLRs and a low production of SCFAs, contributing to
the development of a number of gastrointestinal diseases, obesity, and diabetes (5-7). Because some
probiotic bacteria in the gut can suppress chronic inflammatory and autoimmune diseases, the use
of probiotics, like Bifidobacteria, Lactobacilli, Lactococci, and Streptococci, as prophylactics and/or
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ABSTRACT

Background Colorectal cancer (CRC) has a high mortality
rate and can develop in either colitis-dependent (colitis-
associated (CA)-CRC) or colitis-independent (sporadic
(s)CRC) manner. There has been a significant debate

about whether mast cells (MCs) promote or inhibit the
development of CRC. Herein we investigated MC activity
throughout the multistepped development of CRC in both
human patients and animal models.

Methods We analyzed human patient matched samples
of healthy colon vs CRC tissue alongside conducting a The
Cancer Genome Atlas-based immunogenomic analysis and
multiple experiments employing genetically engineered
mouse (GEM) models.

Results Analyzing human CRC samples revealed that MCs
can be active or inactive in this disease. An activated MC
population decreased the number of tumor-residing CD8 T
cells. In mice, MC deficiency decreased the development
of CA-CRC lesions, while it increased the density of
tumor-based CD8 infiltration. Furthermore, co-culture
experiments revealed that tumor-primed MCs promote
apoptosis in CRC cells. In MC-deficient mice, we found that
MCs inhibited the development of sCRC lesions. Further
exploration of this with several GEM models confirmed that
different immune responses alter and are altered by MC
activity, which directly alters colon tumorigenesis. Since
rescuing MC activity with bone marrow transplantation

in MC-deficient mice or pharmacologically inhibiting MC
effects impacts the development of sCRC lesions, we
explored its therapeutic potential against CRC. MC activity
promoted CRC cell engraftment by inhibiting CD8+ cell
infiltration in tumors, pharmacologically blocking it inhibits
the ability of allograft tumors to develop. This therapeutic
strategy potentiated the cytotoxic activity of fluorouracil
chemotherapy.

Conclusion Therefore, we suggest that MCs have a

dual role throughout CRC development and are potential
druggable targets against this disease.

1,10

WHAT IS ALREADY KNOWN ON THIS TOPIC

= The role of mast cells (MCs) in colorectal cancer
(CRC) is controversial as they can either promote or
inhibit it. Studying this issue may reveal druggable
targets for oncostatic therapies.

WHAT THIS STUDY ADDS

= Our study shows that an MC-lymphocyte axis al-
ters the development of both CA-CRC and sporadic
CRC. However, several immune mechanisms can
also change MCs’ function and CRC development.
Moreover, pharmacologically inhibiting MC activity
blocks the growth of CRC and melanoma tumors.
This therapeutic strategy can be combined with a
chemotherapeutic compound.

HOW THIS STUDY MIGHT AFFECT RESEARCH,
PRACTICE OR POLICY

= Our findings define specific conditions in which
MCs can promote or block CRC development. They
also highlight MCs as a versatile druggable target
against melanoma and CRC.

INTRODUCTION

Mast cells (MCs) have been suggested to play
a pivotal yet complex role in several immune-
mediated reactions in the body. '~ Bone
marrow releases immature MCs that migrate
towards their patrolling sites that are then acti-
vated according to immediate region-specific
needs. Also, MCs synthesize inflammatory
factors towards antigens binding to the Fc
region of IgE coating their membrane.”™
(CRC), a

reduced MC population has been associated

In human colorectal cancer

BM)
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Introduction: Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease and a major cause of mortality and morbidity
worldwide. The hyperglycemia caused by DM induces micro and macrovascular complications that lead,

19 December 2022 among other consequences, to chronic wounds and amputations. Cell therapy and tissue engineering
Accepted 22 December 2022 constitute recent therapeutic alternatives to improve wound healing in diabetic patients. The current
study aimed to analyze the effectiveness of biocuratives containing human mesenchymal stem cells
Keywords: (MSCs) associated with a hydrogel matrix in the wound healing process and related inflammatory cell
Diabetes mellitus profile in diabetic mice.
Wound healing Methods: Biocuratives containing MSCs were constructed by 3D bioprinting, and applied to skin wounds
Cell therapy on the back of streptozotocin (STZ)-induced type 1 diabetic (T1D) mice. The healing process, after the
Mesenchymal stem cells application of biocuratives with or without MSCs was histologically analyzed. In parallel, genes related to
3D bioprinting growth factors, mast cells (MC), M1 and M2 macrophage profiles were evaluated by RT-PCR. Macro-

phages were characterized by flow cytometry, and MC by toluidine blue staining and flow cytometry.
Results: Mice with T1D exhibited fewer skin MC and delayed wound healing when compared to the non-
diabetic group. Treatment with the biocuratives containing MSCs accelerated wound healing and
improved skin collagen deposition in diabetic mice. Increased TGF-p gene expression and M2
macrophage-related markers were also detected in skin of diabetic mice that received MSCs-containing
biocuratives. Finally, MSCs upregulated IL-33 gene expression and augmented the number of MC in the
skin of diabetic mice.
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Abstract: Dysbiosis and disturbances in gut homeostasis may result in dysregulated responses, which
are common in inflammatory bowel diseases (IBD). These conditions may be refractory to the usual
treatments and novel therapies are still necessary to reach a more successful regulation of intestinal
immunity. The hormone melatonin (MLT) has been raised as a therapeutic alternative because of its
known interactions with immune responses and gut microbiota. Hence, we evaluated the effects
of MLT in experimental colitis that evolves with intestinal dysbiosis, inflammation and bacterial
translocation. C57BL/6 mice were exposed to dextran sulfate sodium and treated with MLT. In
acute colitis, the hormone led to increased clinical, systemic and intestinal inflammatory parameters.
During remission, continued MLT administration delayed recovery, increased TNF, memory effector
check for lymphocytes and diminished spleen regulatory cells. MLT treatment reduced Bacteroidetes and
updates augmented Actinobacteria and Verrucomicrobia phyla in mice feces. Microbiota depletion resulted

Citation: daSilva, JL; Bartbesa, LV 3 remarkable reversion of the colitis phenotype after MLT administration, including a counter-
Pinzan, C.F; Nardini, V; Brigo, L.S.;

Sebastiao, C.A.; Elias-Oliveira, ].;
Brazao, V; Junior, ].C.d.P; Carlos, D.;
et al. The Microbiota-Dependent

regulatory immune response, reduction in TNF and colon macrophages. There was a decrease
in Actinobacteria, Firmicutes and, most strikingly, Verrucomicrobia phylum in recovering mice.
Finally, these results pointed to a gut-microbiota-dependent effect of MLT in the potentiation of

Worsening Effects of Melatonin on intestinal inflammation.

Gut Inflammation. Microorganisins
2023, 11, 460. https://doi.org/ Keywords: microbiota; IBD; melatonin; intestinal dysbiosis; inflammation
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The intestinal microbiota is essential for numerous physiological processes, includ-
ing the digestion of food, development of the intestinal immune system and protection
against pathogenic microorganisms [1-3]. Thus, the dysbiosis and the breakdown of gut
homeostasis may result in a dysregulated immune responses and tissue damage [4,5].
Inflammatory bowel diseases (IBD), which include ulcerative colitis and Crohn'’s disease,
are chronic disorders of the gastrointestinal tract that result from uncontrolled mucosal
reactions, related to genetic susceptibility, environmental factors and intestinal microbes [6].
Patients affected by IBD present variations in the bacteria, fungi, viruses and other
populations in the intestine, along with an imbalance between commensal and pathogenic
This article is an open access article  Microorganisms [7]. As a result of the breakdown in immunological tolerance and gut
distributed under the tems and  dysbiosis, inflammatory cells accumulate in the tissues and the exacerbated resulting
conditions of the Creative Commons ~ reactions driven by cytokines such as tumor necrosis factor (TNF), interleukin 13 (IL-1p3),
Attribution (CC BY) license (https://  1L-17 and IFN-y [7-9] lead to leukocyte activation, epithelial disruption and gut destruction.
creativecommons.org /licenses /by / IBD treatment requires the use of immunosuppressive and biological drugs, aimed
40/). at controlling the intestinal exacerbated inflammation. However, some patients with
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Delayed wound healing is a devastating complication of diabetes and
supplementation with fish oil, a source of anti-inflammatory omega-3 (®-3)
fatty acids including eicosapentaenoic acid (EPA), seems an appealing treatment
strategy. However, some studies have shown that -3 fatty acids may have a
deleterious effect on skin repair and the effects of oral administration of EPA on
wound healing in diabetes are unclear. We used streptozotocin-induced
diabetes as a mouse model to investigate the effects of oral administration of
an EPA-rich oil on wound closure and quality of new tissue formed. Gas
chromatography analysis of serum and skin showed that EPA-rich oil increased
the incorporation of ®-3 and decreased m-6 fatty acids, resulting in reduction of
the ®-6/m-3 ratio. On the tenth day after wounding, EPA increased production of
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ARTICLEINFO ABSTRACT

1d.

Keywords: Ethanol ¢ ion activates reni rone system (RAAS), which plays a major role in the
Ethanol pro-contractile and hypertensive effects linked to ethanol. We hypothesized that ethanol consumption induces
Angiotensin Il

loss of the anticontractile effect of perivascular adipose tissue (PVAT) through RAAS-mediated mechanisms. We
examined the contribution of angiotensin II type 1 receptors (AT, R) to ethanol-induced PVAT dysfunction. With
this purpose, male Wistar Hannover rats were treated with ethanol 20 % (in volume ratio) and/or losartan
(antagonist of AT,R; 10 mg/kg/day, gavage) for 9 weeks. Losartan prevented the increase in blood pressure and
the loss of the anticontractile effect of PVAT induced by ethanol consumption. PVAT dysfunction occurred after 3
and 9 weeks of treatment with ethanol in an endothelium-dependent manner. Blockade of AT;R prevented
ethanol-induced reduction of adip in levels in PVAT from ethanol-treated rats. Functional assays revealed
that ethanol impaired the anticontractile effect of PVAT-derived angiotensin (1-7) and endothelial nitric oxide
(NO). In conclusion, AT; R are implicated in ethanol-induced loss of the anticontractile effect of PVAT. In PVAT,
AT; R activation decreases the production of adiponectin, a PVAT-derived factor that promotes vasorelaxation in
an endothelium-dependent manner. In the endothelium, AT;R favors the production of superoxide (0%) leading
to a reduction in NO bi ilability. These re impair the vasodilator action induced by PVAT-derived
angiotensin (1-7), which occurs via Mas receptors located in endothelial cells. Ethanol-induced PVAT
dysfunction favors vascular hypercontractility, a response that could contribute to the hypertensive state asso-
ciated with ethanol consumption.

Perivascular adipose tissue
Renin-angiotensin-aldosterone system
Blood pressure

1. Introduction mediator of the pro-contractile and hypertensive effects of ethanol [4,5].

Perivascular adipose tissue (PVAT) is an important regulator of the

Clinical, epidemiological and experimental studies established a
clear relationship between consumption of high amounts of ethanol and
hypertension [1,2]. There is interplay between neuroendocrine changes
and vascular hypercontractility in promoting the hypertensive state
induced by ethanol [3]. Consumption of ethanol promotes activation of
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), which is the final

Abbreviations: ATiR, Angiotensin II type 1 DHE, Dihidroethidi

vascular tonus. This tissue is composed predominantly by adipocytes,
but resident immune cells (e.g. macrophages and neutrophils) are also
present in PVAT [4]. Brown-like adipose tissue phenotype is found in
PVAT surrounding thoracic aorta, while a mixture of white-like and
brown-like adipocytes composes PVAT that surrounds the abdominal
aorta and coronary arteries. Conversely, white-like adipose tissue is

DAF-2DA, 5,6-diaminofluorescein diacetate; MCP-1, Monocyte chemoattractant

protein; MPO, Myeloperoxidase; NAG, N-acetyl-beta-D-glucosaminidase; L-NAME, NG-nitro-L-arginine methyl ester; NADPH, Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate; NO, Nitric oxide; PVAT, Perivascular adipose tissue; PGI,, Prostacyclin I,; ROS, Reactive oxygen species; RAAS, Renin-angiotensin-aldosterone system;

SOD, Superoxide dismutase; TNF-a, Tumor necrosis factor-x.
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Inulin prebiotic ameliorates type 1 diabetes dictating
regulatory T cell homing via CCR4 to pancreatic islets
and butyrogenic gut microbiota in murine model
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Abstract

Gut dysbiosis is linked to type 1 diabetes mellitus (T1D). Inulin (INU), a prebiotic, modulates the gut microbiota, promoting beneficial
bacteria that produce essential short-chain fatty acids for immune regulation. However, how INU affects T1D remains uncertain.
Using a streptozotocin-induced (STZ) mouse model, we studied INU’s protective effects. Remarkably, STZ + INU mice resisted T1D,
with none developing the disease. They had lower blood glucose, reduced pancreatic inflammation, and normalized serum insulin
compared with STZ + SD mice. STZ + INU mice also had enhanced mucus production, abundant Bifidobacterium, Clostridium cluster IV,
Akkermansia muciniphila, and increased fecal butyrate. In cecal lymph nodes, we observed fewer CD4'Foxp3' regulatory T cells
expressing CCR4 and more Foxp3'CCR4" cells in pancreatic islets, with higher CCL17 expression. This phenotype was absent in CCR4-
deficient mice on INU. INU supplementation effectively protects against experimental T1D by recruiting CCR4" regulatory T cells via

CCL17 into the pancreas and altering the butyrate-producing microbiota.

Keywords: gut microbiota, immunoregulation, inulin, prebiotic, regulatory T cells, Treg, type 1 diabetes

1. Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease that occurs with a
progressive loss of tolerance to the self-antigens of insulin-
producing pancreatic cells, which leads to the selective destruction
ofthesecells, generatinginsulitis that culminates in blood hypergly-
cemia." The disease develops mainly due to an imbalance between
regulatory T (Treg) lymphocyte responses and autoreactive effector
T lymphocytes.” Although the exact etiology of the disease is not
fully understood, its development is known to occur in genetically
susceptible individuals affected by certain environmental factors,
such as the gut microbiota, which trigger T1D.* In this context, there
are 2 main models to study T1D: nonobese diabetic mice (NOD) that
develop the disease spontaneously and mice induced by chemical
substances, such as streptozotocin (STZ).** Although NOD mice
are mainly used to study TD1, they have some limitations that gen-
erate differences in the effects from those in human clinical trials
when some treatments are applied to modulate the experimental
disease. These mice have much stronger pancreatic insulitis than

the insulitis observed in humans who develop TD1.° Thus, this is
similar to examining different diseases. The STZ model is an excel-
lent alternative because the disease that mice develop is similar in
many aspects to that observed in humans,”® such as the infiltration
of leukocytes into pancreatic islets, generating an immune-
mediated response. In addition, anti-insulin antibodies were present
in the serum of naive C57BL/6 mice, demonstrating another sign of
an autoimmune response in this model.’

Because the development of T1D is chronic and mediated by
environmental factors, such as theinfluence of gut microbiota, in-
vestigating the effect of prebiotic interventions in inducing Treg
cells is reasonable because the generation of these cells strongly
depends on the microenvironment in which they are generated,
as well as on gut microbiota homeostasis.'® Treg cells are involved
in the prevention of autoimmune diseases by suppressing patho-
genic T lymphocytes and other adaptive and innate cells, ' ameli-
orating T1D. This finding demonstrates the relevance of Treg cells
in controlling the immune response to self and non-self-antigens
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UNIVERSIDADE DE SAO PAUL_O
FACULDAD_E DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEU (\)
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS F;Mﬁl}fﬁlyn§£ a
MRP
D3anos USP

AUTORIZACAO

A CEUA-FMRP autoriza a execugdo do projeto intitulado: “Efeito da
administra¢do do Lactococcus lactis expressando hsp65, na inducdo de tolerancia mediada por
células T reguladoras e na imunorregula¢io do DMI1 em modelo experimental”, registrado com o
numero do protocolo 007/2020, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Daniela Carlos Sartori,
envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de julho de 2009 e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
O Protocolo foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, em reunido de 27 de janeiro de 2020.

Colaboradores: Jefferson Elias Oliveira
Jheferson Barbosa Guimaries
Prof. Dr. Célio Lopes Silva

Lembramos da obrigatoriedade do Relatério Final, em modelo da CEUA,

para emissio do Certificado, como disposto nas Resolu¢des Normativas do CONCEA.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 27/01/2020 a 30/12/2023
Espécie/Linhagem N Peso/Idade Sexo Origem
P & Animais g
Camundongo / C57BI 6 198 21g/ 60 dias Macho Servigo de Biotério
Camundongo / TLR2 KO 30 21g /60 dias Wi Centro de Criagao Qe'Camundongos
Especiais
Cri
Camundongo / FOXp3GFP 30 | 21g/60dias | Macho SIS R o S
Especiais
Camundonge/NOD 120 19g /30 dias Fémea Centro de Criagao d.e.Camundongos
Especiais
: .
Canmniongo/NOR 18 19g /30 dias o Centro de Criagao Qe.Camundongos
Especiais

Ribeirdo Preto, 27 de janeiro de 2020
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