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RESUMO  



 

RESUMO 

OLIVEIRA, J. E. Lactococcus lactis expressando HSP65 protege contra o 

desenvolvimento de diabetes tipo 1 por meio da indução de células dendríticas 

tolerogênicas via TLR2. 2024. 130 p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2024. 

O Diabetes mellitus tipo 1 é caracterizado pela destruição de células beta produtoras de 

insulina, resultando em hiperglicemia. Novas estratégias terapêuticas são importantes para 

controlar a doença e impedir/amenizar as complicações associadas. Nos últimos anos, o uso 

de probióticos naturais ou recombinantes tem mostrado efeitos benéficos em doenças 

autoimunes, principalmente pela modulação da microbiota intestinal, indução de tolerância ou 

mecanismos de imunorregulação. Já foi mostrado que a proteína do choque térmico 65 

(HSP65), uma chaperona molecular que mantém a estrutura e função das proteínas, possui 

atividade anti-inflamatória em doenças autoimunes e inflamatórias crônicas. Nesse sentido, o 

objetivo no trabalho foi avaliar o efeito profilático-terapêutico de Lactococcus lactis 

expressando HSP65 durante o desenvolvimento de DM1 em modelo experimental. Primeiro, 

observamos que a HSP65 recombinante induz a diferenciação de dois subtipos de células 

dendríticas convencionais in vitro, cDC1 e cDC2, com perfis de ativação distintos. As células 

dendríticas derivadas da medula óssea (BMDCs) estimuladas com rHSP65 produziram mais 

IL-10 em comparação com aquelas estimuladas com LPS. Além disso, as BMDCs CD103+ 

estimuladas com rHSP65 co-cultivadas com células T CD4+ virgens induziram diferenciação 

de células T reguladoras (Tregs). Posteriormente, utilizamos um modelo profilático-

terapêutico envolvendo a administração de L. lactis expressando HSP65 em camundongos 

com DM1 induzida por estreptozotocina (STZ) e em camundongos diabéticos não obesos 

(NOD), que desenvolvem DM1 espontânea. Em ambos os modelos, observamos que a 

administração de L. lactis-HSP65 reduziu a hiperglicemia e a incidência da doença. No 

modelo de indução com STZ, observamos aumento na expressão de insulina nas ilhotas 

pancreáticas e diminuição dos níveis séricos de IgG anti-HSP65 em comparação com 

camundongos diabéticos que não receberam probiótico. Além disso, L. lactis aumentou a 

expressão de genes associados à função de barreira intestinal no cólon, tais como Reg3g e 

Tjp1. Observamos um aumento nas populações de cDC1 TLR2+ e Tregs PD-1+ no linfonodo 

cecal (LC) e Tregs LAP+ nos linfonodos pancreáticos (LP), associado ao aumento de IL-10 e 

TGF-β no pâncreas de camundongos que receberam L. lactis-HSP65. Por outro lado, a 

administração de L. lactis-HSP65 em camundongos deficientes de TLR2 não foi capaz de 

reduzir a incidência da doença e controlar a hiperglicemia como observado nos camundongos 

selvagens. Esses dados foram associados com menores porcentagens de cDC1 e Tregs e 

redução na produção de IL-10 no pâncreas. Nas BMDCs, observamos que o TLR2 é 

fundamental para a expressão gênica de Irf8 e Il-10, e também para a geração de cDC1 e 

produção 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 às BMDCs de camundongos selvagens.  Em 

resumo, os resultados demonstram que L. lactis-HSP65 induziu proteção contra o DM1 

através da imunorregulação mediada por linfócitos T reguladores e células dendríticas 

tolerogênicas por meio de um mecanismo dependente de TLR2/IL-10. 
 

Palavras-chave: Lactococcus lactis. HSP65. Células dendríticas. Linfócitos T reguladores. 

TLR2.  
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ABSTRACT 
 



 

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 Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão 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 naïve 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 DM1 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 IgG 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 Tjp1. 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-β 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 Il-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 naïve 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 



 

RESUMEN  

OLIVEIRA, J. E. Lactococcus lactis que expresa HSP65 protege contra el desarrollo de 

diabetes tipo 1 mediante la inducción de células dendríticas tolerogénicas a través de 

TLR2. 2024. 130 p. Tesis (Doctorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2024. 

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la destrucción 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 últimos años, el 

uso de probióticos naturales o recombinantes ha demostrado efectos beneficiosos en 

enfermedades autoinmunes, principalmente modulando la microbiota intestinal, induciendo 

tolerancia o mecanismos inmunorreguladores. Se ha demostrado que la proteína de choque 

térmico 65 (HSP65), una chaperona molecular que mantiene la estructura y función de las 

proteínas, tiene actividad antiinflamatoria en enfermedades autoinmunes e inflamatorias crónicas. 

En este sentido, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto profiláctico-terapéutico de 

Lactococcus lactis expresando HSP65 durante el desarrollo de la DM1 en un modelo 

experimental. Primero, observamos que la HSP65 recombinante induce la diferenciación de dos 

subtipos de células dendríticas convencionales in vitro, cDC1 y cDC2, con distintos perfiles de 

activación. Las células dendríticas derivadas de la médula ósea (BMDC) estimuladas con rHSP65 

produjeron más IL-10 en comparación con las estimuladas con LPS. Además, las BMDC CD103+ 

estimuladas con rHSP65 cocultivadas con células T CD4+ vírgenes indujeron la diferenciación de 

células T reguladoras (Tregs). Posteriormente, utilizamos un modelo terapéutico-profiláctico que 

implica la administración de L. lactis que expresa HSP65 en ratones con DM1 inducida por 

estreptozotocina (STZ) y en ratones diabéticos no obesos (NOD), que desarrollan DM1 

espontánea. En ambos modelos, observamos que la administración de L. lactis-HSP65 redujo la 

hiperglucemia y la incidencia de la enfermedad. En el modelo de inducción de STZ, observamos 

un aumento en la expresión de insulina en los islotes pancreáticos y una disminución en los 

niveles séricos de IgG anti-HSP65 en comparación con ratones diabéticos que no recibieron 

probióticos. Además, L. lactis aumentó la expresión de genes asociados con la función de la 

barrera intestinal en el colon, como Reg3g y Tjp1. Observamos un aumento en cDC1 TLR2+ y 

PD-1+ Tregs en el ganglio linfático cecal (LC) y LAP+ Tregs en los ganglios linfáticos 

pancreáticos (LP), asociado con un aumento de IL-10 y TGF-β en el páncreas de ratones que 

recibieron L. lactis-HSP65. Por otro lado, la administración 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 observó en ratones de tipo salvaje. Estos datos se asociaron con 

porcentajes más bajos de cDC1 y Tregs y una producción reducida de IL-10 en el páncreas. En 

BMDC, observamos que TLR2 es esencial para la expresión génica de Irf8 e Il-10, y también para 

la generación 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+ vírgenes indujeron un 

porcentaje menor de Treg en comparación con las BMDC de ratones de tipo salvaje. En resumen, 

los resultados demuestran que L. lactis-HSP65 indujo protección contra la diabetes Tipo 1 

mediante inmunorregulación mediada por linfocitos T reguladores y células dendríticas 

tolerogénicas mediante un mecanismo dependiente de TLR2/IL-10. 

 

Palabras clave: Lactococcus lactis. HSP65. Células dendríticas. Linfocitos T reguladores. TLR2. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Diabetes mellitus tipo 1 

Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doenças metabólicas caracterizadas 

principalmente por hiperglicemia crônica,  resultante do prejuízo de secreção e/ou sinalização 

de insulina [1], hormônio peptídico secretado pelas células β pancreáticas,  importantes no 

controle da glicemia [2]. O descontrole da glicemia leva ao aumento de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e estresse celular, podendo desencadear diversas complicações, como danos 

vasculares, que frequentemente são causas de retinopatia, nefropatia, acidente vascular 

encefálico e doença arterial coronariana [3,4].  

DM é considerada um problema de saúde pública em todo o mundo, e estimativas atuais 

mostram que cerca de 415 milhões de pessoas são diagnosticadas como diabéticas, mas ainda 

existem aquelas sem diagnóstico por apresentarem sintomas mais brandos [5]. A classificação 

dos tipos de diabetes mellitus mais aceita é a proposta em 1997, pela American Diabetes 

Association (ADA), que determina as seguintes categorias: (1) diabetes tipo 1, caracterizada 

por destruição das células β e deficiência total de insulina (imuno-mediada), (2) diabetes tipo 

2, na qual ocorre resistência à insulina e, (3) outros tipos específicos de diabetes, como a 

causada por defeitos genéticos nas células β ou na ação da insulina, por doenças no pâncreas 

exócrino, induzida por agentes químicos, infecções ou diabetes gestacional [1,6]. 

A diabetes tipo 1 (DM1), também conhecida como diabetes autoimune, é diagnosticada 

ainda na infância ou juventude, e ocorre em 5%-10% dos indivíduos diagnosticados com 

diabetes [1]. Em 2021, foi estimado que cerca de 8,4 milhões de pessoas vivem com DM1 à 

nível mundial, sendo que em 2040 a estimativa é que esse número chegue de 13,5-17,4 

milhões de pessoas [7]. De acordo com o relatório da Federação Internacional de Diabetes 

intitulado "Type 1 diabetes estimates in children and adults", estimou-se que 588.800 

indivíduos no Brasil viviam com DM1 em 2022. Essa estimativa coloca o país em terceiro 

lugar no ranking mundial de nações com o maior número de casos, ficando atrás apenas dos 

Estados Unidos da América e da Índia [8].  

Nas etapas iniciais da doença, mesmo na ausência de sintomas, já se verifica a geração de 

autoanticorpos e a redução das células β, restringindo o diagnóstico à identificação desses 

autoanticorpos. Os principais autoanticorpos associados à DM1 são aqueles que tem como 

alvo a insulina, a proteína 2 associado ao insulinoma (IA-2), a descarboxilase do ácido 
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glutâmico de 65 kDa (GAD-65) e o transportador de zinco 8 (ZNT8) [9],os quais são 

detectados como biomarcadores de autoimunidade [3]. A disglicemia marca o segundo 

estágio da doença, no qual a glicemia está elevada, mas ainda não configura diabetes (100–

125 mg/dL) [4]. O terceiro estágio da doença é caracterizado por intensa perda de células β, 

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

Os mecanismos iniciais no desenvolvimento da autoimunidade ainda não são claros, mas 

acredita-se que os primeiros autoanticorpos sejam produzidos após células dendríticas 

apresentarem antígenos das ilhotas pancreáticas e ativarem linfócitos T CD4+ e CD8+ 

específicos. Essas células parecem reconhecer, principalmente, peptídeos alterados na fase 

pós-traducional das células β, sugerindo que essa falha na tolerância pode ser originada por 

proteínas alteradas decorrentes de estresse na célula β [10,11]. Além disso, a diminuição da 

seleção negativa no timo, seja devido à expressão alterada do antígeno específico do tecido ou 

devido à sinalização do receptor de células T (TCR), faz com que ocorra maiores chances do 

escape de clones de células T específicos de células β para a periferia [12].  

Na periferia, as células T específicas contra células β são estimuladas nos linfonodos 

pancreáticos pelas APCs das ilhotas, levando à diferenciação das células T efetoras (Teff) 

patogênicas, que se infiltram nas ilhotas e iniciam à inflamação, levando à redução da função 

e/ou sobrevivência das células β[13]. Entretanto, nem todas as ilhotas são potencialmente 

infiltradas devido a um fenótipo imaturo e à redução da expressão de autoantígenos pelas 

células β [14]. A inflamação contínua das ilhotas também leva à geração de neoautoantígenos 

diretamente nas células β ou durante o processamento do antígeno pela APC. A apresentação 

de neoautoantígenos dentro dos linfonodos pancreáticos promove a ativação e expansão de 

clones adicionais de Teff. Dessa forma, esses eventos amplificam e estabelecem um estado 

crônico de inflamação das ilhotas (insulite), levando ao comprometimento da massa funcional 

de células β e ao início clínico do DM1 [12] 

Além da presença de linfócitos autorreativos, há evidências de falhas nas células 

Treguladoras (Tregs) em pacientes como DM1. Foi mostrado que a depleção de Tregs ou 

mutações no Foxp3 induzem autoimunidade no pâncreas [15]. Além disso, no sangue 

periférico de pacientes com DM1 há redução no número dessas células [16]. O 

desenvolvimento de biomarcadores focados em Treg, alterações em Foxp3 ou CTLA-4, por 

exemplo, possibilita a classificação dos pacientes com base no nível de deficiência de Treg, 

favorecendo a identificação 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 terapêutica para DM1 vêm 

crescendo nos últimos anos, visto que essas células, quando residentes no pâncreas, 

desempenham um papel crucial na supressão da inflamação das ilhotas pancreáticas, seja por 

produção de IL-10 e TGF-β para inibição das células Teff, por alterações metabólicas, por 

liberação de granzimas para citólise de Teff ou por inibir a maturação de DCs [18]. As 

principais estratégias envolvem o transplante de Tregs policlonais [19], Tregs específicas para 

antígenos pancreáticos [20] ou até mesmo injeção de Tregs autólogas [21]. Além disso, a 

administração de IL-2 em pacientes com DM1 foi segura e efetiva na indução de Tregs [22], e 

o uso de DCs com fenótipo tolerogênico também representa uma estratégia promissora para a 

indução de Tregs [23]. 

A modulação da microbiota intestinal e da função de barreira, geralmente comprometidos 

na DM1 [24], e indução de Tregs no trato gastrointestinal, que possuem a capacidade de 

migrar para a periferia e atingir outros órgãos podendo suprimir os linfócitos efetores 

diabetogênicos [25], vêm sendo cada vez mais estudadas e constituem estratégias promissoras 

no controle de DM1.  

1.2 Mecanismos de imunorregulação no intestino e suas disfunções associadas ao 

DM1 

Componentes do sistema imunológico do intestino, como as células do sistema imune 

inato e adaptativo, e células epiteliais, desempenham papéis cruciais na manutenção da 

homeostase intestinal [26]. Dentre as células epiteliais, os enterócitos e as células 

enteroendócrinas, são responsáveis principalmente pela absorção de nutrientes e produção de 

hormônios intestinais, respectivamente [27]. As células caliciformes são localizadas 

principalmente nas criptas do cólon, onde sofrem hiperplasia e produzem muco após 

diferentes estímulos, como IL-22, uma citocina importante no controle de infecções intestinais 

[28]. Já foi mostrado que alterações na camada mucosa estão presentes em indivíduos com 

DM1 e são associadas à disbiose e desregulação imunológica [29]. As células de Paneth, 

localizadas na base das criptas do intestino delgado, são importantes produtoras de fatores de 

crescimento e peptídeos antimicrobianos, como Reg3γ e α-defensinas, que são importantes 

para a defesa do hospedeiro [30]. Em modelo de DM1 induzido por STZ, foi observado que 

apesar do aumento no número de células de Paneth nos camundongos diabéticos, a expressão 

de peptídeos antimicrobianos derivados dessas células foi significativamente diminuída [31]. 

No grupo das células da imunidade inata, estão as células linfoides inatas (ILCs), os 

macrófagos e as DCs. As ILCs são residentes em tecidos, como pulmões, pele e mucosa 
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intestinal, e se diferenciam dos linfócitos T por não expressarem o TCR e por induzirem 

resposta mediada por citocinas poucas horas após a ativação [32]. São divididas em três 

grupos: ILC1s, que produzem principalmente IFN-γ e TNF-α e medeiam respostas contra 

bactérias e parasitas, ILC2s, produtoras de IL-4 e IL-5, são efetoras contra helmintos, e 

ILC3s, importantes produtoras de IL-22 e IL-17, que induzem produção de muco auxiliando 

no controle bactérias e fungos [33]. A frequência dessas células foi associada com a gravidade 

de DM1, visto que camundongos NOD com DM1 estabelecida apresentaram frequências 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 macrófagos intestinais constituem um grupo celular bastante 

heterogêneo, e estão envolvidos com diversos aspectos da homeostase, como secreção e 

motilidade intestinal [35]. Além disso, os macrófagos do intestino são altamente fagocíticos, 

porém não induzem resposta inflamatória muito evidente [36,37]. Macrófagos peritoneais 

isolados de camundongos com DM1 apresentam produção exacerbada de IL-6, TNF-α e IL-

10 após estimulo com LPS [38], e já foi mostrado que DM1 induz disfunção de macrófagos 

através de piroptose citoplasmática associada ao AIM2, um sensor citosólico de DNA [39]. 

As DCs possuem papel essencial na apresentação de antígenos e são reguladoras da 

resposta imunológica e da tolerância [40]. As células dendríticas convencionais (cDC) 

migram dos tecidos periféricos para os linfonodos drenantes para apresentarem antígenos aos 

linfócitos T virgens, podendo induzir sua diferenciação para um perfil inflamatório ou 

regulador. No intestino, essas células estão distribuídas na lâmina própria e nos tecidos 

linfoides associados ao intestino (GALT), e possuem fenótipos e funções distintas a depender 

da região onde estão localizadas [41]. No intestino de camundongos e de humanos, assim 

como em outros tecidos, as cDCs expressam MHC-II e CD11c, e são divididas basicamente 

em cDC1 (CD103+CD11b-XCR1+CD8α+), cujos fatores de transcrição são o fator regulador 

do interferon 8 (Irf8) e fator de transcrição semelhante a ATF com zíper de leucina básico 3 

(Batf3), e cDC2 (CD103+CD11b+SIRPα+), que tem Irf4 como fator de transcrição [42,43]. A 

expressão de Irf8 é essencial para o desenvolvimento de cDC1 [44], entretanto, já foi 

mostrado em BMDCs que na ausência desse fator de transcrição as cDC1 sofrem 

reprogramação transcricional e metabólica para um perfil cDC2 [45]. Camundongos NOD 

pré-diabéticos apresentam redução nas cDC1 (CD103+CD11b-) nos linfonodos que drenam 

jejuno e ceco [46], bem como diminuição da população cDC1 CD8α+ no baço [47]. Foi 

mostrado que cDC2 também são reduzidas nos linfonodos mesentéricos de camundongos 
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NOD pré-diabéticos e com diabetes já estabelecida, sugerindo que disfunções nessas células 

podem estar associadas com a progressão da doença [46]. 

A expressão de CD103 é essencial para a regulação positiva de CCR9 e de α4β7 em 

células T, possibilitando a migração dessas células para tecidos periféricos não linfoides, e 

ainda induz diferenciação de células T Foxp3+, influenciando no equilíbrio entre a atividade 

das células T efetoras e reguladoras no intestino [48–50]. As DCs CD103+ dos linfonodos 

intestinais expressam níveis mais elevados de Aldh1a2, o gene que codifica RALDH2, que é 

uma enzima chave envolvida no metabolismo da retinol em ácido retinoico, associada com 

indução de perfil regulador em DCs [50,51]. Em contrapartida, DCs CD103- promovem a 

diferenciação de células T produtoras de IFN-γ ou IL-17 em modelos de inflamação intestinal 

[48,52].  

Funcionalmente, as cDCs intestinais são capazes de 1) capturar antígenos por 

diferentes mecanismos na lâmina própria [53], 2) migrar para os linfonodos drenantes via 

aumento da expressão de CCR7 [54], 3) induzir inflamação após um estímulo direto [55] e 4) 

promover tolerância no estado basal, quando são chamadas de DCs tolerogênicas (tolDCs) 

[56]. Essas células, geralmente apresentam perfil imaturo ou semi-maduro, caracterizado por 

redução na expressão de MHC-II, CD80 ou CD86 [56,57]. Essa menor expressão de 

moléculas co-estimuladoras induz anergia em células T efetoras [58] e favorece a indução de 

Tregs, porém essa característica é controversa, pois DCs maduras também podem induzir 

Tregs [59]. Foi mostrado que a administração de TNF-α exógeno em camundongos NOD 

neonatos induz maturação de DCs e desregula o perfil de tolDCs, eventos que podem estar 

associadas com a progressão da doença [60]. Além disso, as tolDCs produzem a enzima 

indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que promove a degradação de triptofano em quinurenina, 

metabólito que diminui a proliferação de células T efetoras [61,62]. Nesse contexto, foi 

mostrado que a inibição de IDO acelera a progressão de DM1 [63]. A inibição das células T 

efetoras também pode ser mediada pela expressão de moléculas inibitórias nas tolDCs, como 

os ligantes de morte programada 1 e 2 (PD-L1 e PD-L2)[64]. As tolDCs também produzem 

IL-10 e TGF-β, citocinas que induzem a diferenciação de Tregs [65,66].  

As células Treguladoras (CD4+CD25+Foxp3+) são as principais mediadoras da 

tolerância periférica, e são cruciais para a prevenção e controle de doenças inflamatórias e 

autoimunes [67]. Como o trato gastrointestinal é constantemente exposto a grande variedade 

de antígenos alimentares e da microbiota intestinal, a atividade de Tregs é essencial para 

limitar respostas imunes exacerbadas no intestino [68], inclusive há evidências de que a 
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geração e a maturação das Tregs do cólon são influenciados pelos antígenos da microbiota 

intestinal [69]. Essa relação parece ser uma via de mão dupla, pois na ausência de células 

Foxp3+ ocorre redução da abundância relativa de bactérias da classe Clostridia e alteração de 

outros filos, indicando que as Tregs mantem as bactérias indutoras de Treg no lúmen 

intestinal e controlam o perfil da microbiota intestinal [70,71]. Apesar das diferenças 

funcionais, a diferenciação de células T naive para Tregs ou Th17 é controlada por um fino 

balanço na produção de TGF-β, IL-6, IL-23 e ácido retinóico, e ainda, por sinais provenientes 

da microbiota intestinal, reforçando que a disbiose intestinal pode induzir inflamação na 

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

Em relação à origem das Tregs, elas podem ser classificadas em naturais ou induzidas. 

As Tregs naturais (nTreg) expressam Helios e neuropilina 1 (Nrp1) e saem do timo já em 

estado maduro, com capacidade de suprimir células T autorreativas na periferia, onde se 

mantêm de forma dependente de IL-2 [74]. Por outro lado, as Tregs induzidas (iTregs) são 

células CD4+ que se diferenciam em Tregs após estímulo por uma APC com antígeno não-

próprio na periferia, que produzem citocinas polarizantes, como IL-10 e TGF-β [75]. Vários 

estudos mostraram que a depleção de Tregs utilizando anti-CD25 acelera o desenvolvimento 

de DM1, e que as Tregs de indivíduos com DM1 se apresentam em número menor e com 

capacidade supressora reduzida [76,77]. 

A atividade supressora das Tregs pode ser induzida por diferentes mecanismos, 

incluindo a liberação de citocinas anti-inflamatórias, expressão de receptores de superfície 

inibitórios e indução de lise celular [68]. IL-10 produzida por Tregs inibe a proliferação de 

células efetoras, e de forma autócrina, favorece a expansão de Tregs [78]. Além disso, Tregs 

com deficiência na produção de IL-10 falham na supressão de células Th17 em modelo de 

colite experimental [79]. A deficiência na produção de TGF-β também é associada com 

autoimunidade e inflamação intestinal exacerbada [80,81].  

Em relação às moléculas inibitórias de superfície, a alta expressão de CD25, 

subunidade α do receptor da IL-2, nas Tregs faz com que haja redução de IL-2 no 

microambiente, prejudicando a função de células efetoras [82]. Nesse sentido, foi observado 

que pacientes com DM1 apresentam defeitos na sinalização de IL-2R que contribuem com a 

redução de Tregs nesses pacientes [83]. Já foi mostrado que o receptor CTLA-4 (proteína 4 

associada ao linfócito T citotóxico) é expresso de forma constitutiva nas Tregs, e é essencial 

para a supressão in vitro da proliferação de células T efetoras por Tregs [84], além de induzir 

redução na expressão de CD80/CD86 em APCs [85]. O mecanismo supressor de Tregs 
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mediado por PD-1 (proteína de morte celular programada 1), envolve a interação com PD-

L1/PD-L2 nas APCs, levando  a inibição de células T efetoras [86]. O papel de PD-1 no 

controle da inflamação intestinal é controverso, pois a ausência desse receptor afeta a 

secreção de IgA e induz disbiose [87], porém, protege contra a colite experimental [88]. No 

DM1, foi demonstrado que a interação entre as moléculas inibitórias PD-1 nas células T e PD-

L1 nas DC é necessária para a manutenção da tolerância em camundongos NOD [89]. 

Durante estresse e ativação celular ocorre o aumento de ATP no meio extracelular 

[90]. Nessas situações, a expressão de CD39 (ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase-1) e 

CD73 (5'-nucleotidase) é aumentada nas Tregs [91,92]. CD39 é a enzima que converte o ATP 

(adenosina trifosfato) em AMP (monofosfato cíclico de adenosina), e quando altamente 

expressa, mantém a expressão de Foxp3 nas Tregs humanas mesmo na presença IL-1β e IL-6, 

o que não ocorre em Tregs com baixa expressão de CD39, que foram convertidas em Th1 ou 

Th17 [93]. CD73, por sua vez, converte AMP em adenosina [94]. A interação da adenosina 

extracelular com seu receptor A2A, promove anergia em células T efetoras, estimula a 

diferenciação de Tregs e auxilia na manutenção da homeostase intestinal [92]. 

Além da produção de citocinas e expressão de moléculas inibitórias, as Tregs são 

capazes de secretar granzimas e perforinas, moléculas citotóxicas que desempenham um papel 

significativo nos efeitos imunossupressores de células T efetoras, particularmente em modelos 

relacionados à pneumonia viral e as doenças como linfoma e melanoma [95,96]. No sistema 

imune do trato gastrointestinal, já foi mostrado que granzima A é necessária para a regulação 

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

Além da patogenia clássica de DM1, foi mostrado que o início da autoimunidade em 

modelos pré-clínicos de DM1 está associado a alterações na estrutura da camada mucosa e à 

perda da integridade da barreira intestinal, que ocorrem em paralelo com a ativação de células 

T auto-reativas contra as ilhotas pancreáticas na presença de microbiota intestinal [98]. Foi 

observado que crianças com DM1 apresentam mecanismos regulatórios prejudicados e 

tolerância oral desregulada [99]. Como DM1 está associado com falha na tolerância, diversos 

ensaios pré-clínicos buscam resgatar mecanismos de tolerância intestinal e extra-intestinal, 

por meio da administração ou indução de tolDCs e Tregs [100]. DCs tolerogênicas residentes 

foram descritas no pâncreas, e sua frequência diminui com a progressão do influxo de células 

T ao redor e nas ilhotas pancreáticas durante DM1, reforçando a importância dessas células na 

prevenção ou controle da doença [101,102]. No mesmo sentido, estratégias baseadas na 
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administração de Tregs exógenas ou no aumento da geração/função das Tregs tem mostrado 

efeitos benéficos em modelos murinos de DM1 [15].  

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

As Proteínas de Choque Térmico (HSPs, do inglês Heat Shock Proteins) constituem 

uma família diversificada de proteínas altamente conservadas entre eucarióticos e 

procarióticos, e essenciais para a homeostase celular [103]. São induzidas em resposta a 

condições de estresse, como altas temperaturas, radiação, e agentes químicos, desempenhando 

um papel crucial na proteção das células contra danos e na manutenção da sua sobrevivência, 

pois atuam como chaperonas moleculares, auxiliando no correto dobramento de proteínas 

[104]. Apesar de serem primariamente expressas no meio intracelular, HSPs já foram 

encontradas no soro de humanos [105]. 

Essas proteínas são 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 estabilização de proteínas, no controle do ciclo celular e na sinalização de 

hormônios [106]. As HSPs de peso intermediário, como a família da HSP60, que inclui a 

HSP65, e a família da HSP70, estão localizadas principalmente no citosol e nas mitocôndrias, 

e são conhecidas por atuarem no dobramento e montagem de proteínas recém-sintetizadas, 

redobramento de proteínas mal dobradas e agregadas, bem como por seus efeitos 

imunorreguladores [103,107]. Essas proteínas geralmente apresentam homologia entre as 

espécies, como é o caso da HSP65 de micobactérias, que compartilha 50% de identidade de 

aminoácidos com a HSP60 de mamíferos [108]. As HSPs de baixo peso molecular incluem as 

HSP10 e HSP20, são localizadas principalmente no citosol, e desempenham funções variadas, 

como estabilização do citoesqueleto, chaperonas e efeito anti-apoptótico [109]. 

 As HSPs são importantes moduladores do sistema imunológico, seja induzindo 

respostas imunes efetivas para proteção ou desempenhando um papel na tolerância 

imunológica [110]. Já foi mostrado que as HSPs interagem com células inatas pela ligação aos 

receptores semelhantes a Toll, principalmente TLR2  e TLR4, presentes em DCs e 

macrófagos [111,112].  

 DCs murinas estimuladas com HSP70 de camundongos ou de micobactéria, e pulsadas 

com proteoglicano, um antígeno indutor de artrite, suprimiram o desenvolvimento da doença 

em camundongos com artrite induzida por proteoglicano (PGIA), provavelmente com 

participação da IL-10 induzida por HSP70 [113]. Nesse sentido, BMDCs estimuladas com 
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HSP70 por 24 ou 48 horas, apresentaram redução na expressão de MHC-II e CD86, sugerindo 

que essa proteína induz DCs com perfil tolerogênico [114]. Foi mostrado que pacientes com 

artrite apresentam elevação de HSP70 no líquido sinovial em resposta à inflamação, e essa 

HSP induz aumento de IL-10 via TLR4 nos fibroblastos, além de reduzir a produção 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 proteção contra o desenvolvimento da 

doença, e em paralelo aumentou a produção de IL-10 e reduziu IL-6 e IL-12 em sobrenadante 

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

 Os efeitos imunorreguladores de HSP65 já foram mostrados na tuberculose [117], na 

paracoccidioidomicose [118] e na asma [119]. Adicionalmente, em modelo de DM1 induzida 

por STZ, a aplicação de três doses de vacina contendo DNA de HSP65 de micobactéria foi 

eficaz na redução da insulite, efeito associado com aumento de IL-10 e Tregs no baço, e 

redução de T CD8+ infiltrantes no pâncreas dos camundongos vacinados [120]. Em 

camundongos NOD com 4 semanas de idade, antes do início de DM1, a aplicação de HSP65 

contendo o peptídeo diabetogênico P277 na mucosa nasal foi capaz de inibir o 

desenvolvimento de DM1 e evitar a mortalidade decorrente do agravamento da doença [121]. 

Além disso, as células T dos camundongos vacinados com HSP65-P277 foram fracamente 

ativadas e tiveram redução na proliferação após reestimulo com o peptídeo quando 

comparado com as células T dos camundongos controle, sugerindo que a vacina foi capaz de 

induzir tolerância ao antígeno diabetogênico [121].  

 O papel de HSP65 na patogênese de DM1 ainda não está claro [122]. Além dos 

autoanticorpos clássicos detectados no soro de pacientes com DM1, anticorpos anti-HSP65 

também já foram detectados no soro desses indivíduos, mas não foram considerados como 

marcadores da doença [123]. Por outro lado, já foi mostrado que os soros de pacientes com 

DM1 e DM2 reagem de forma cruzada com peptídeos HSP65 micobacterianos conservados, 

provavelmente devido a presença de peptídeos significativamente conservados entre a HSP65 

micobacteriana e a HSP60 humana [124]. Nesse mesmo estudo, o estímulo de células 

mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) com HSP65 induziu aumento de 

citocinas pró-inflamatórias, sugerindo que HSP65 pode contribuir com a patogênese de DM1 

[124].  

 A tolerância oral é definida como a supressão ou redução da resposta imune específica 

contra um antígeno, alcançada pela administração desse antígeno em baixas doses por 

determinado período por via oral [125]. Se HSP65 possuir algum papel na patogênese de 



INTRODUÇÃO | 27 

DM1, estratégias de entrega de HSP65 na mucosa intestinal antes do início ou concomitante 

com o desenvolvimento da doença podem ser eficazes na indução de tolerância oral e redução 

da incidência da doença.  

1.4 Lactococcus lactis como veículo de entrega de proteínas 

L. lactis, da família Streptococcaceae, faz parte do grupo de bactérias ácido lático 

(LAB), que compreende bactérias Gram positivas, aerotolerantes, não formadoras de esporos 

e que produzem ácido lático como principal produto da fermentação de açúcares 

(homofermentação) [126]. Já foi mostrado que as LAB também podem produzir etanol, ácido 

acético e fórmico como produtos da fermentação, na chamada heterofermentação [127]. Essas 

bactérias vêm sendo exploradas na indústria de alimentos fermentados, pois contribuem com 

o sabor, textura e segurança desse alimentos, além de produzirem bacteriocinas, consideradas 

bioconservantes [128]. A principal função de L. lactis nas culturas lácteas é produzir uma 

quantidade suficiente de ácido láctico capaz de quebrar as proteínas do leite durante a 

fermentação, na fabricação de queijos artesanais e comerciais, leite fermentado e cremes de 

leite [129].  

 Diversas cepas de L. lactis já foram isoladas de diferentes fontes, por exemplo, as 

cepas IL1403, CNCMI-1631 e TIFN2 foram encontradas em produtos lácteos, porém, a cepa 

KF147 foi isolada originalmente de brotos de feijão, 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 é reconhecida como bactéria “geralmente 

considerada segura” (GRAS, do inglês Generally Regarded As Safe) pela Food and Drug 

Administration (FDA), e apesar de não fazer parte da microbiota intestinal, L. lactis é capaz 

de sobreviver no trato gastrointestinal de forma transitória, mas estratégias têm 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 já foi sequenciado, sugerem um 

potencial efeito como bactéria probiótica na saúde humana [134]. 

 Já foi mostrada que a administração oral de 1x109 CFU de diferentes cepas de L. lactis 

durante sete dias melhora o aspecto inflamatório da colite induzida por DSS, reduz a produção 

de TNF-α na mucosa intestinal e ainda diminui a perda de células caliciformes e o aumento da 

permeabilidade intestinal em camundongos [135]. A administração de duas doses de 2,0x109 

CFU/ml de L. lactis com intervalo de sete dias entre as doses, melhorou o crescimento, 

regulou o sistema GABAérgico intestinal e aumentou a diversidade beta da microbiota 

intestinal em leitões desmamados [136]. Além disso, vários estudos clínicos com humanos 
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foram realizados para avaliar os efeitos de diferentes cepas de L. lactis na hipertensão 

(NCT02670811), na rinosinusite crônica (NCT04048174) e na resistência à insulina 

(NCT06092060), porém os resultados ainda não foram publicados.  

 Além dos potenciais efeitos benéficos das cepas selvagens, L. lactis vem sendo usado 

como veículo de entrega direcionada de vacinas, hormônios ou moléculas com atividade 

imunorreguladora, por meio da indução de expressão heteróloga de proteínas [137]. Dessa 

forma, vários vetores contendo promotores constitutivos ou induzíveis foram desenvolvidos 

para obter aumento na secreção de proteínas e controlar a sua produção [138]. O principal 

sistema de expressão de proteínas heterólogas induzíveis é o NICE (Expressão controlada 

induzível por nisina), porém outros sistemas também são utilizados, como o sistema de 

expressão do gene P170, o SICE (Sistema de expressão controlada induzido por estresse) 

[139] e o XIES (Sistema de expressão induzível por xilose), que utiliza o promotor de xylT, o 

gene da xilose permease, (PxylT) de L. lactis NCDO2118, para controlar a expressão do gene 

de interesse [140]. A administração de L. lactis expressando vetores de vacinas ou outras 

proteínas, independente do sistema de expressão, se mostrou seguro nas vias oral, subcutânea, 

intramuscular, intraperitoneal e intranasal [141]. 

 Já foi mostrado que L. lactis expressando o peptídeo semelhante ao glucagon 1 (GLP-

1) murino promoveu melhora significante na tolerância à glicose juntamente com aumento 

dos níveis de insulina em camundongos alimentados com dieta rica em gordura (HFD) [142]. 

Além disso, L. lactis expressando o fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-I) 

atenuou o score inflamatório da colite e reforçou a função de barreia no cólon de 

camundongos com a doença [143].  

Foi demonstrado que L. lactis expressando citocinas é uma estratégia eficaz em 

diferentes contextos [144]. A administração preventiva de L. lactis expressando IL-35 foi 

capaz de atenuar a colite [145] e reduzir IFN-γ e IL-17 em modelo artrite, atenuando o 

processo inflamatório da doença [146]. L. lactis secretando IL-10 foi capaz de proteger contra 

a colite [147], e quando a expressão dessa citocina foi associada com a expressão do 

autoantígeno GAD65, o probiótico foi capaz de reduzir a incidência de DM1 em 

camundongos NOD [148]. De forma semelhante, a expressão de IL-4 associada com IL-10 

em L. lactis atenuou a insulite em camundongos DM1 induzida por STZ, mas não alterou a 

incidência da doença [149]. L. lactis expressando IL-22, IL-27 ou IL-2+antígeno 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 já foi reportado [153]. 

A expressão de HSP65 já foi induzida em L. lactis como forma de prevenção ou 

tratamento de infecções, alergias, doenças inflamatórias e autoimunes. A administração oral 

profilática de L. lactis-HSP65 atenuou os efeitos da infecção por Leishmania braziliensis em 

associação com expansão de Tregs e aumento de citocinas anti-inflamatórias, e a 

administração terapêutica foi capaz de reduzir a carga parasitária dos camundongos infectados 

[154]. Em modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (OVA), L. lactis-HSP65 reduziu 

hiperresponsividade das vias aéreas, a produção de muco e o recrutamento de eosinófilos para 

os pulmões [155]. Na colite e na artrite murinas, L. lactis expressando HSP65 reduziu o 

processo inflamatório nessas doenças, devido a indução de IL-10 e Tregs LAP+, e foi 

mostrado que TLR2 é importante para a proteção induzida pelo probiótico em ambos os 

contextos [156,157]. 

O efeito de L. lactis expressando HSP65 de Mycobacterium leprae em associação com 

o peptídeo IA2P2 ou P277, ambos derivados da HSP60 humana, já foi avaliado no DM1 

utilizando camundongos NOD. Em ambos os estudos, foi mostrado que o probiótico 

recombinante preveniu a hiperglicemia, reduziu a insulite e a proliferação de esplenócitos 

específicos para os antígenos [158,159]. Além disso, a administração de L. lactis-HSP65 + 

IA2P2 reduziu a relação Th17/Treg no baço [158].  

Apesar desses dados mostrarem o papel benéfico de L. lactis expressando HSP65 no 

controle de DM1, os possíveis mecanismos de imunorregulação envolvidos, principalmente 

os que ocorrem nos linfonodos que drenam o intestino e o pâncreas, ainda não foram 

completamente elucidados.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS



OBJETIVO | 31 

 

2 OBJETIVO 

Determinar o efeito profilático-terapêutico de L. lactis expressando HSP65 durante o 

desenvolvimento de DM1 em modelo experimental.  

2.1 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito de rHSP65 na ativação de células dendríticas derivadas da medula 

óssea (BMDC) e indução de perfil tolerogênico in vitro; 

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

• Investigar o efeito profilático-terapêutico de L. lactis-HSP65 no DM1, com ênfase na 

indução de células dendríticas tolerogências e linfócitos T reguladores, utilizando 

modelos de camundongos NOD e de DM1 induzida por STZ; 

• Avaliar o efeito de L. lactis-HSP65 na expressão de genes relacionados à função de 

barreira intestinal de camundongos com DM1, 

• 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 MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos machos (21-23g), das linhagens C57BL/6, provenientes 

do Biotério Geral da Prefeitura do Campus da USP de Ribeirão Preto, Foxp3EGFP (#006769, The 

Jackson Laboratory), deficientes de TLR2 (Tlr2-/-, #004650, The Jackson Laboratory), 

deficientes de TLR4 (Tlr4-/-, [160]) ou deficientes de IL-10 (Il10-/-, #002251, The Jackson 

Laboratory), provenientes Centro de Criação de Camundongos Especiais (CCCE) da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP/USP). Também foram utilizados camundongos fêmeas 

das linhagens NOR/LtJ (#002050, The Jackson Laboratory) e NOD/ShiLtJ (#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 água e alimento. A temperatura 

do biotério foi mantida a 21ºC, 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 Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da FMRP (autorização nº. 007/2020), conforme ANEXO A. 

3.2  Diferenciação e estímulos de BMDCs 

Para diferenciação de células dendríticas in vitro foram utilizados precursores da 

medula óssea de camundongos WT (C57Bl/6), deficientes de TLR2 ou deficientes de IL-10. 

As células foram recuperadas da medula óssea do fêmur e tíbia, e em seguida utilizamos 

solução ACK para lisar as hemácias. Os precursores foram então plaqueados em placas de 

Petri na concentração de 1x106 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 CO2. Nos dias 3, 7, 

10 e 12 o meio foi substituído 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 

poços, com 5x105 células em 500 µl de meio por poço. Os estímulos foram realizados com 

LPS (500 ng/ml, InvivoGen, cat. #tlrl-peklps, San Diego, USA) ou rHSP65 (6, 12 ou 24 

µg/ml) e após 24 ou 48 horas o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e as 

células foram coletadas para marcação para citometria de fluxo ou extração de RNA.  
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3.3 Co-cultura de BMDCs e linfócitos T CD4+ 

Para avaliar se as BMDCs previamente estimuladas com rHSP65 tem capacidade de 

indução de Tregs, diferenciamos e estimulamos BMDCs de camundongos WT ou deficientes 

de TLR2 ou IL-10, conforme descrito no item 3.2. Após o tempo de diferenciação, separamos 

as células vivas CD64- CD11c+ MHC-II+ CD103+ por citometria de fluxo. Para obtenção dos 

linfócitos T CD4+ naive, maceramos linfonodos axilares, pancreáticos, cecal e o baço de 

camundongos WT, adicionamos ACK à suspenção de células para lisar as hemácias 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 separação 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 não rHSP65, na proporção de 1 BMDC: 3 T CD4+ naive. A co-cultura foi 

realizada em placa de cultura de 96 poços, mantida em estufa a 37°C, 5% CO2, durante 96 

horas. Ao final do tempo de cultura, o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e 

as células foram utilizadas para marcação e identificação de Tregs por citometria de fluxo.  

3.4 Cultivo de L. lactis e indução da expressão de HSP65 

Foram utilizadas as cepas L. lactis NCD02118 (L.lactis subsp lactis, selvagem) e L. 

lactis LLHsp65 com vetor pXylT:SEC:hsp65, utilizando um sistema de expressão induzível 

por xilose, que direciona a expressão da HSP65 recombinante para o meio extracelular, 

gentilmente cedidas pelos professores Anderson Miyoshi (UFMG) e Célio Lopes Silva 

(FMRP-USP). Com o objetivo de isolar uma colônia de cada cepa, foi realizada semeadura 

por esgotamento em ágar-M17 (cat. 218561, Difco, BD Biosciences) suplementado com 

glicose a 0,5% para L. lactis selvagem, ou em ágar-M17 suplementado com glicose a 0,5% + 

Cloranfenicol (10 µg/ml) para L. lactis recombinante. Em seguida, as placas foram mantidas a 

30ºC por 24 horas. Após o tempo de crescimento, uma colônia 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 30ºC por 24 horas, sem agitação. No dia 

seguinte, as culturas foram diluídas 10x em M17 fresco, e no tubo correspondente à cepa 

recombinante foram adicionados xilose a 2%, para a indução da expressão 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 30ºC por 24 horas sem agitação. No dia seguinte, quando a D.O. está 

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]. 

Alíquotas de 1ml foram armazenadas a -80ºC para utilização nos experimentos. Antes dos 

experimentos, uma alíquota de cada cepa foi descongelada para crescimento em ágar-M17 e 

posterior coloração de Gram, para confirmar pureza do banco. A quantificação das UFC do 

banco de cada cepa foi realizada por diluição seriada da alíquota e por D.O. (a 600 nm) a 

partir de uma alíquota de L. lactis com UFC conhecida utilizada como padrão.  

3.5 Western blot para validação da expressão de HSP65 

A confirmação da expressão de HSP65 nas amostras de L. lactis foi validada por meio 

de Western blot, conforme realizado em estudo anterior [155]. Em síntese, duas amostras de 

cada linhagem foram centrifugadas a 14.000 RPM, a 4°C, por 7 minutos. O sobrenadante foi 

concentrado utilizando colunas de ultrafiltração por membrana (VIVASPIN 500, cat.GE28-

9322-36, GE Healthcare). Em seguida, tanto o pellet como o sobrenadante concentrado foram 

ressuspendidos, separadamente, em tampão TES-lisozima (0,01 mol l-1 de Tris-HCl, 0,01 mol 

l-1 de EDTA, 0,3 mol l-1 de NaCl, 10 mg ml-1 de lisozima, 0,01 mol l-1 de DTT, e 

Complete) por 1 hora a 37°C. Posteriormente, foi adicionado SDS a 20%, agitou-se a solução 

e foi adicionado um tampão de amostra concentrado cinco vezes (0,2 mol l-1 de Tris-HCl, 

40% de glicerol, 10% de SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol). A solução 

resultante foi aquecida a 100ºC por 5 minutos para obtenção do extrato proteico. No dia 

seguinte, os extratos proteicos foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 

contendo SDS a 10% e posteriormente transferido para uma membrana de nitrocelulose (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A detecção foi realizada utilizando um anticorpo 

policlonal anti-Hsp65 (1:500; Farmacore Biotecnologia Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil) e 

IgG de camundongo marcado com peroxidase (1:1000; Molecular Probes, San Diego, CA, 

EUA), seguido pela aplicação de um substrato de peroxidase 3,3'-diaminobenzidina (DAB; 

Kit de Substrato de Peroxidase SK-4100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). 

3.6 Coloração de Gram 

A coloração de Gram foi realizada segundo as especificações do fabricante (LB 

Laborclin). Em resumo, uma colônia de L. lactis foi diluída em PBS 1x estéril, espalhada em 

lâmina de vidro, que foi secada e fixada com chama de bico de Bunsen. Após esfriamento, a 

lâmina foi coberta com solução de violeta genciana (1 min) e em seguida lugol (1min). O 
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lugol foi removido com solução descolorante (15 seg) e a lâmina lavada com água corrente. A 

solução de fucsina foi adicionada por 40 segundos e em seguida a lâmina foi lavada e deixada 

em temperatura ambiente para secagem. A lâmina foi observada em objetiva de imersão para 

captura das fotomicrografias.  

3.7 Indução de diabetes tipo 1 com STZ 

Os animais C57Bl/6, Tlr2-/-, Tlr4-/- ou Foxp3EGFP receberam uma injeção 

intraperitoneal (i.p.) diária de STZ (cat. S0130, Sigma, MO, USA) na concentração final de 

40 mg/kg de peso do animal em solução de citrato de sódio 0,1M (pH 4,5), durante cinco dias 

consecutivos, totalizando cinco injeções. Os camundongos controle (grupo veículo), 

receberam apenas citrato de sódio i.p. durante os cinco dias. A glicemia dos animais foi 

avaliada nos dias -5 (antes do início da administração de L. lactis), 0 (antes do início da 

indução de DM1), 5, 10, 12 e 15 após o início da indução. 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 glicosímetro Accu-Chek Guide 

(Roche). Camundongos com duas medições de glicemia consecutivas ≥ 200 mg/dL foram 

considerados diabéticos [162].  

3.8 Preparo de L. lactis para administração  

Após descongelamento, as alíquotas de L. lactis selvagem ou expressando HSP65 

foram centrifugadas a 14000 RPM, a 4ºC 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 1,0x109 UFC (no modelo de DM1 induzido por STZ) ou 2,0x108 UFC (modelo do 

NOD) em 200 µl de PBS 1x estéril, por gavagem. Esse procedimento foi realizado em todos 

os dias de administração, sempre com uma alíquota nova. 

3.9 Delineamentos experimentais 

No modelo de DM1 induzido por STZ, os camundongos C57Bl/6 ou Foxp3EGFP foram 

divididos em quatro grupos: VH (veículo, não diabético), STZ + PBS (diabético que não 

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 os 

animais foi avaliado, e em seguida, L. lactis selvagem ou expressando HSP65 foi 

administrado por gavagem (1,0x109 CFU) durante cinco dias consecutivos. No dia 0, a 
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glicemia de jejum e peso foram novamente avaliados para início da indução de DM1 com 

STZ i.p., durante cinco dias consecutivos, concomitantemente com a administração do 

probiótico. No dia 4 (último dia de injeção de STZ) a glicemia dos animais foi novamente 

avaliada. Nos dez dias seguintes, a administração 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 ração foi avaliada durante todo o experimento, por meio da diferença entre 

oferta e sobra, dividindo-se essa diferença pelo número de dias e número de animais na caixa. 

O teste de tolerância à glicose (GTT) foi realizado no dia 14, e a eutanásia para coleta das 

amostras no dia 15, após 12 horas de jejum. No modelo de camundongos NOD, os animais 

foram separados em três grupos: camundongos NOR (controles que não desenvolvem DM1), 

grupo NOD + PBS (grupo que desenvolve DM1 espontaneamente) e grupo NOD + LLHSP65 

(desenvolve DM1 e recebeu o probiótico 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 administração 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 eutanásia foi realizada na semana 16, com os animais em 

jejum por 12 horas. 

3.10 Teste de tolerância à glicose (GTT) 

O GTT foi realizado com injeção intraperitoneal de solução de D-glicose (Sigma, cat. 

G8270) a 25% (2 g/kg de peso corporal) nos camundongos após 12 horas de jejum. A 

glicemia foi medida aos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração de glicose. Um dia 

após 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 obtenção de soro  

Após a injeção da anestesia, cerca de 500 µl 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 obtenção do soro, que foi dividido em duas alíquotas e 

congelado a -80ºC. 

3.12 Análise histopatológica do pâncreas e cólon  

A avaliação histopatológica do infiltrado inflamatório no pâncreas e cólon foi 

realizada após coloração com hematoxilina e eosina (HE) de amostras fixadas em 
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PBS/formaldeído 10%. Resumidamente, as amostras foram submetidas a desidratação, 

diafanização, impregnação, inclusão em parafina e microtomia. Em seguida, as amostras 

foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com HE. A montagem das lâminas foi feita com 

meio Permount (Fisher Scientific) e lamínula. Foram analisadas todas as ilhotas pancreáticas 

encontradas em cada camundongo por grupo, que foram avaliadas conforme o grau do 

infiltrado inflamatório, sendo classificadas em: sem insulite, peri-insulite, insulite moderada 

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

3.13 Marcação para muco com ácido periódico de Schiff (PAS) 

Os cortes histológicos do colón intestinal foram desparafinizados com Xilol, 

hidratados e lavados. Em seguida, os cortes foram cobertos com Ácido periódico a 0,5% por 

10 minutos. Após isso, foram lavados com água destilada por 5 minutos e cobertos com o 

reativo de Schiff por 15 minutos. Após a lavagem com água, as lâminas foram montadas, e 5-

7 fotomicrografias (200x) de cada amostra de cada animal por grupo foram obtidas, e a 

porcentagem média de marcação de muco foi avaliada por meio do software ImageJ (NIH, 

Bethesda, Maryland).  

3.14 Marcação de insulina por IHQ 

A técnica de imuno-histoquímica foi realizada para avaliar a expressão de insulina no 

pâncreas dos camundongos dos diferentes grupos experimentais. Os cortes histológicos de 4 

μm foram desparafinizados e incubados com tampão citrato/ácido cítrico (pH=6) 2 vezes 

durante 5 minutos no microondas para exposição dos antígenos de superfície celular. As 

amostras foram incubadas com anticorpo primário anti-insulina (Santa Cruz Biotechnology®, 

Santa Cruz, USA). Após o período de incubação as amostras foram lavadas com PBS/Tween 

e incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de coelho marcado com biotina (Vector, VA, 

USA). Em seguida, o conjugado HRP foi adicionado. Por fim, foi realizado o tratamento com 

o substrato DAB (Research Genetics) e contra-coloração com hematoxilina. As lamínulas 

foram aderidas às lâminas com Entellan® (Merck, Germany) e as fotomicrografias (200x) 

foram obtidas empregando o microscópio óptico Nikon® Eclipse Ts2 e software NIS Elements 

(Nikon®).  A determinação da média da porcentagem de marcação 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 

Após o tempo de estímulo das BMDCs, o sobrenadante foi separado e congelado a -

80ºC para posterior dosagem de citocinas, e as células foram transferidas para uma placa de 

96 poços para marcação por citometria de fluxo. Os linfonodos coletados dos diferentes 

grupos experimentais foram macerados com auxílio de um embolo de seringa em meio RPMI 

com 5% de SBF. As suspensões obtidas foram centrifugadas a 8000 RPM por 1 minuto e o 

pellet foi ressuspendido em 1 ml de meio para contagem em contador automático (TC20, 

BioRad Laboratories®). Pelo menos 1x106 células foram transferidas para uma placa de 96 

poços, e em seguida, o receptor Fc foi bloqueado com Fc block (Purified rat anti-mouse 

CD16/CD32, BD Pharmingen, cat. 553142) por 15 minutos. Após esse o bloqueio, a 

marcação de alvos de superfície foi realizada com anticorpos específicos conjugados com 

fluorocromos na diluição 1:200, durante 30 minutos. Para a marcação 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 

diluição 1:100 por 30 minutos. Após o tempo de marcação, as células foram lavadas com PBS 

1x para remover o excesso de anticorpos não ligados, e em seguida ressuspendidas em tampão 

formol 4% (Cytofix Fixation Buffer, BD Biosciences®- San Diego, CA, EUA) e transferidas 

para tubos FACS. As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo FACSCanto II (BD 

Biosciences®, San Jose, CA, EUA) e a análise realizada por meio do software FlowJo V.10.8 

(BD Biosciences®, San Jose, CA, EUA). Controles de compensação single color ou beads 

(CompBeads, cat. 552845, BD Biosciences) e controles FMO (Fluorescence minus one) 

foram utilizados em todas as análises. A lista de anticorpos, seus respectivos clones e 

fluorocromos estão listados abaixo (Quadro 1).  

Quadro 1- Anticorpos e corantes utilizados na marcação 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-II) PerCP M5/114.15.2 Biolegend 

LAP BV421 TW7-16B4 Biolegend 

PD-1 (CD279) APC 29F.1A12 Biolegend 

TCRVβ8.1, 8.2 AF647 KJ16-133.18 Biolegend 

XCR1 BV421 ZET Biolegend 

FVS 780 APCCy7 - BD 

FVS 575V BV605 - BD 

Live/Dead FITC - Life technologies 

       Fonte: autoria própria 

3.16 Quantificação de insulina, anticorpos e citocinas por ensaio imunoenzimático 

(ELISA) 

Os sobrenadantes de cultura e homogenatos de tecidos (pâncreas, cólon e íleo distal) 

dos camundongos foram utilizados para quantificação de citocinas, como TNF-α, IL-6, IFN-γ, 

IL-17, IL-27p28/IL-30, IL-10 e TGF-β, conforme as especificações do fabricante (DuoSet 

ELISA, R&D Systems ou ELISA MAX Deluxe, Biolegend). Para dosagem de insulina, foram 

utilizadas amostras de soro dos camundongos após 12 horas de jejum, e procedimento foi 

realizado conforme especificações do fabricante (Mouse ultrasensitive insulin ELISA, Alpco). 

Para a dosagem de IgG anti-insulina e IgG anti-HSP65 placas de poliestireno de 96 poços 

foram sensibilizadas com a proteína- alvo (insulina a 10 µg/ml ou rHSP65 a 5 µg/ml) diluídas 

em tampão carbonato durante 18 horas, a 4°C. Em seguida, a placa foi lavada com PBS1x-

0,05% Tween20 e foi adicionado tampão de bloqueio (PBS1x-0,05% Tween20 acrescido com 

10% de soro bovino fetal) por 1 hora a 37°C. Após a lavagem, as amostras foram diluídas 

1:25 e adicionadas aos poços da placa, que foi mantida a 37°C durante 2 horas. As placas 

então foram lavadas, e o anticorpo anti-mouse IgG conjugado com biotina (cat. B7022, 

Sigma) foi adicionado na diluição 1:1000. Após 1 hora de incubação e nova lavagem, a 

estreptavidina HRP (cat. 554066, BD Biosciences) foi adicionada na diluição 1:1000, mantida 

por 30 minutos à temperatura ambiente. Após a lavagem, a reação foi revelada com TMB 

Substrate (BD OptEIA, cat. 555214, BD Biosciences). Após 20 minutos, a reação foi 

interrompida pela adição de ácido sulfúrico a 16% (H2SO4).  A leitura da densidade ótica das 

amostras foi realizada em filtro de 450 nm e 570 nm em espectrofotômetro de placa 

(Multiskan Sky– ThermoScientific).  

3.17 Extração de RNA e síntese de cDNA 

BMDCs ou parte do colón dos camundongos foi acondicionado em Trizol® (cat. 

15596018, Invitrogen, CA, USA) a -80ºC até o momento da extração de RNA. Após digestão 
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mecânica do tecido, a extração foi realizada com a metodologia do kit SV Total RNA Isolation 

System (Promega, WI, USA) conforme recomendações do fabricante. A concentração do 

RNA extraído foi avaliada por meio do equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 

Rockwood, TN, EUA). Posteriormente, o RNA extraído foi utilizado para obtenção de 140 ng 

de cDNA para BMDCs ou 1000 ng de cDNA para cólon. Para isto, foi utilizado o kit 

HighCapacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems – Waltham, MA, EUA) e 

termociclador Mastercycler Nexus gradient (Eppendorf, Germany).  

3.18 Reação de PCR em tempo real (qRT-PCR) 

A expressão dos genes (Quadro 2) foi avaliada em BMDCs ou cólon dos 

camundongos. A expressão gênica em tempo real foi avaliada empregando o sistema GoTaq 

qPCR (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 expressão dos genes citados acima foram normalizados pelos valores da 

expressão do gene constitutivo da β-actina. Para a construção do gráfico, a expressão gênica 

das BMDCs não estimuladas ou do cólon de animais não diabéticos foram consideradas 

amostras de referências, sendo o 2-ΔΔCT igual a 1 [163].  

Quadro 2- Sequências dos primers utilizados nas reações de qRT-PCR 

Gene alvo Sequência Forward  Sequência Reverse 

Actb  GGCCAACCGTGAAAAGATGA CAGCCTGGATGGCTACGTACA 

Aldh1a2  CATGGTATCCTCCGCAATG GCGCATTTAAGGCATTGTAAC 

Cldn2 TGCGACACACAGCACAGGCATCAC TCAGGAACCAGCGGCGAGTAGAA 

Il22  GCCTTGTTTCAGATACCACAG ACCATGGAGGACAAGAATGAAG 

Ido1  GGCTTCTTCCTCGTCTCTCTATTG TGACGCTCTACTGCACTGGATAC 

Il10  GCCAACGAAGATCCTCCCCCGTAC TAAGAGCAGGCAGCATAGCAGTGC 

Zo1  TTCAAAGTCTGCAGAGACAATAGC TCACATTGCTTAGTCCAGTTCC 

Muc1  GCAGTCCTCAGTGGCACCTC CACCGTGGGCTACTGGAGAG 

Muc2  GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC 

Ocludin ATGTCCGGCCGATGCTCTC TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT 

Irf4 AGCCAGCTGGATATCTCTGA ATAATCCCTCCAGCTCCTGT 

Irf8 CCCAGATTTTGAAGAAGTGAC GCTTGCATTTTTGTTCTTCC 

Pdl1 CCATCCTGTTGTTCCTCATTG CACTGCTTACGTCTCCTCG 
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Reg3g TTCCTGTCCTCCATGATCAAAA CATCCACCTCTGTTGGGTTCA 

Tgfb TGAACCAAGGAGACGGAATACA GGAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACA 

Fonte: autoria própria 

3.19 Análise estatística  

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

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

média (EPM), sendo as diferenças estatísticas determinadas pela análise de variância (One-

way ANOVA), seguido pelo pós-teste de comparações múltiplas (Teste de Tukey), ou teste t 

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

4.1  Avaliação do efeito de diferentes concentrações de rHSP65 na viabilidade e 

produção de citocinas em BMDCs 

Antes de testarmos o potencial terapêutico 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 

contaminação com LPS. Para isso, aquecemos uma alíquota de rHSP65 a 90ºC por 30 

minutos, condição que desnatura a proteína, mas não interfere na integridade do LPS. Em 

seguida, estimulamos BMDCs com rHSP65 aquecida ou não, ou LPS por 24 horas, para 

avaliar a ativação das BMDCs. Observamos que a rHSP65 não aquecida, assim como o LPS, 

foi capaz de induzir aumento na expressão MHC-II (Apêndice A, Fig. Supl. 1A-B) e CD80 

(Apêndice A, Fig. Supl. 1C-D) quando comparamos às BMDCs não estimuladas. Entretanto, 

a rHSP65 aquecida não foi capaz de induzir essas moléculas, sugerindo que não há LPS 

contaminante em quantidade suficiente para ativar as BMDCs in vitro. 

Nosso próximo passo foi comparar os efeitos de diferentes concentrações de rHSP65 

em BMDCs, com foco na indução de citocinas importantes para a polarização de linfócitos T 

naive. Após a diferenciação das BMDCs, estimulamos as células com LPS (controle positivo 

de ativação celular) ou rHSP65 recombinante, nas concentrações 6; 12 ou 24 µg/ml durante 

24 horas.  

Após o tempo de estímulo, observamos que tanto LPS como as três concentrações de 

rHSP65 avaliadas reduzem a viabilidade das células, quando comparamos com as células que 

não receberam estímulo (Fig. 1A). Como nossa hipótese é que rHSP65 promova a 

diferenciação de linfócitos T reguladores, avaliamos qual a concentração de rHSP65 que 

melhor induz TGF-β, IL-10 e IL-27p28/IL-30, citocinas importantes para geração de Tregs ou 

inibição de linfócitos T efetores [164–166]. Apesar de não detectarmos TGF-β no 

sobrenadante da cultura (dados não mostrados), observamos que as três concentrações de 

rHSP65 induzem maior produção de IL-10 e IL-27 quando comparamos com as células não 

estimuladas, com pico de produção na concentração de 12 µg/ml, que não é alterado na 

concentração de 24 µg/ml (Fig. 1B-C). Sendo assim, escolhemos a concentração de 12 µg/ml 

como a concentração ideal para avaliar os efeitos imunorreguladores de rHSP65. 
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Uma vez determinada a concentração a ser utilizada, avaliamos o efeito do tempo de 

estímulo na produção de citocinas. Além da avaliação das citocinas indutoras de Treg, 

avaliamos também a produção de IL-12p170 e IL-6, citocinas essenciais para a diferenciação 

de Th1 e Th17, respectivamente, e TNF-α, uma citocina pró-inflamatória relacionada com a 

ativação de células dendríticas. Observamos que a rHSP65 induziu maior produção de IL-10 

quando comparamos com o LPS após 24 horas de estímulo, porém, essa produção é reduzida 

após 48 horas (Fig. 1D). A produção de IL-27 não sofreu influência do tempo de estímulo, 

mas no tempo de 48 horas a produção induzida pela rHSP65 é menor quando comparada à do 

LPS (Fig. 1E). rHSP65 induziu TNF-α (Fig. 1F) e IL-6 (Fig.1G) de forma semelhante ao LPS, 

sem diferenças entre os diferentes tempos de estímulo. A produção de IL-12p70 não foi 

detectada nos tempos avaliados (dados não mostrados).  

Com esses dados, determinarmos que 24 horas de estímulo com 12 µg/ml de rHSP65 é 

a condição ideal para avaliarmos os efeitos dessa proteína na ativação e indução de perfil 

tolerogênico nas BMDCs.  

 

FIGURA 1. Curva concentração-resposta de rHSP65 em células dendríticas derivadas da medula óssea 

(BMDCs). BMDCs foram estimuladas com LPS (500 ng/ml) ou rHSP65 nas concentrações 6; 12 ou 24 µg/ml 

por 24 horas para determinação da viabilidade por citometria de fluxo (A) e produção de IL-10 (B) e IL-27 (C) 

no sobrenadante da cultura por ELISA. Após 48h de estímulo, as citocinas IL-10 (D), IL-27 (E), TNF-α (F) e IL-

6 (G) foram avaliadas por ELISA. Os dados estão expressos como média ± EPM e são representativos de dois 

experimentos independentes (n = 4-5 poços por condição) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no 

pós-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05. * meio vs estímulos, # 

rHSP65 vs LPS, & entre diferentes concentrações de rHSP65. 
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4.2 rHSP65 ativa BMDCs e induz subpopulações de DCs com perfil tolerogênico 

O passo seguinte foi avaliar o papel de rHSP65 no perfil de maturação/ativação de 

BMDCs e na indução de tolDCs in vitro. Após o período de 14 dias de diferenciação com 

GM-CSF, as BMDCs foram estimuladas com LPS ou rHSP65 por 24 horas. Após esse 

período, definimos a população de DCs (CD64-CD11c+) por citometria de fluxo (Fig. 2A). 

Nessa população, observamos que rHSP65 aumentou a expressão de MHC-II (Fig. 2B) e 

CD80 (Fig. 2C), indicando a capacidade de induzir a ativação das DCs, assim como LPS. 

Além disso, observamos que somente rHSP65 foi capaz de aumentar a expressão de CD103 

(Fig. 2D), uma integrina presente em DCs tolerogênicas [167]. Na população 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 subpopulações 

de DCs convencionais descritas como células de perfil tolerogênico na lâmina própria 

intestinal [168]. Essas células são conhecidas por apresentarem um perfil de ativação 

intermediário, e como esperado, observamos que cDC1 estimuladas com rHSP65 possuem 

tendência de menor expressão de CD80 quando comparado às estimuladas com LPS (Fig. 2H-

I). Por outro lado, o perfil de expressão de CD80 nas cDC2 foi semelhante após estímulo com 

LPS ou rHSP65 (Fig. 2J-K).  

No sobrenadante da cultura, observamos que rHSP65 aumentou a razão IL-10/TNF-α 

e IL-10/IL-6 quando comparado às células estimuladas com LPS (Fig. 2L-M), indicando 

funcionalmente um perfil de DC tolerogênico induzido por rHSP65. 
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FIGURA 2. rHSP65 ativa e induz perfil tolerogênico em BMDCs. Estratégia de gates para definir a 

população de CD11c+ diferenciadas a partir de células da medula óssea (A). Intensidade média de fluorescência 

(MFI) de MHC-II (B), CD80 (C) e CD103 (D) nas células CD11c+ após 24h de estímulo avaliadas por citometria 

de fluxo. Contour plots representativos das populações de cDC1 e cDC2 após 24h de estímulo com LPS (500 

ng/ml) ou rHSP65 (12μg/ml) (E). Porcentagens de cDC1 (F) e cDC2 (G) determinadas por citometria de fluxo. 

Gráfico de barras (H) e histogramas (I) representativos da MFI de CD80 nas cDC1. Gráfico de barras (J) e 

histogramas (K) representativos da MFI de CD80 nas cDC2. Razão entre as concentrações de IL-10 e TNF-α (L) 

e IL-10 e IL-6 (M), detectadas no sobrenadante por ELISA. Os dados estão expressos como média ± EPM e são 

de um experimento representativo de dois experimentos independentes realizados (n = 4-5 poços por condição) e 

analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pós-teste. Os dados foram considerados estatisticamente 

significantes quando p< 0,05. * meio vs estímulos, # rHSP65 vs LPS.  
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4.3 DCs CD103+ previamente estimuladas com rHSP65 induzem diferenciação de 

células T reguladoras in vitro 

 Para determinar se as DCs CD103+ estimuladas com rHSP65 possuem efeito funcional na 

geração de Tregs in vitro, diferenciamos BMDCs durante 14 dias e então as estimulamos ou 

não com rHSP65 por 24 horas. Em seguida, as células foram separadas em populações 

CD103- e CD103+ por sorting no citômetro de fluxo (Apêndice A, Fig. Supl. 2A). As células 

CD103+ foram co-cultivadas com linfócitos naive/Th0, definidos como CD3+CD4+CD62L+ 

(Apêndice A, Fig. Supl. 1B) durante 96 horas, para determinação da porcentagem de Tregs 

diferenciadas. As DCs CD103+ que foram estimuladas previamente com rHSP65 

apresentaram maior capacidade de geração de Tregs quando comparadas às DCs CD103+ não 

estimuladas (Fig. 3A-B). As Tregs diferenciadas na presença de DCs CD103+ estimuladas 

com rHSP65 apresentaram maior expressão de CD25 quando comparamos àquelas 

diferenciadas com DCs não estimuladas com rHSP65 (Fig. 3C). Além disso, observamos que 

as DCs CD103+ estimuladas com rHSP65 induziram maior produção de IL-10 no 

sobrenadante da cultura quando comparamos às DCs não estimuladas (Fig. 3D). Em conjunto, 

esses dados sustentam nossa hipótese de que rHSP65 induz perfil tolerogênico nas DCs que 

expressam CD103, que, consequentemente, adquirem maior capacidade de indução de Tregs 

in vitro. 

 

FIGURA 3. DCs CD103+ estimuladas com rHSP65 induzem diferenciação de células Treguladoras in vitro. 

Contour plots (A) e gráfico de barras (B) representativos da porcentagem de Tregs após 96h de co-cultura de 

linfócitos T naives (Th0) com DCs CD103- ou CD103+ previamente estimuladas ou não com rHSP65. 

Intensidade média de fluorescência (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 

poços por condição) e analisadas pelo teste ANOVA one-way e Tukey no pós-teste (B) ou teste T (C e D). Os 

dados foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05. * Th0 sem DC vs Th0 com DC, # DC 

CD103+ sem HSP65 vs DC 103+ rHSP65. 
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4.4  Validação do cultivo e da expressão heteróloga 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 expressão heteróloga de HSP65 

na cepa recombinante. Após semeadura em ágar-M17 e 24 horas de crescimento em 

temperatura ambiente, as colônias se apresentaram pequenas, circulares e com aspecto leitoso 

(Fig. 4A). Para confirmar a pureza do estoque bacteriano, procedemos com a coloração de 

Gram, e como esperado, observamos somente bactérias Gram-positivas, agrupadas em 

estreptococos (Fig. 4B).   

Para a indução da expressão de HSP65 de Mycobacterium leprae em L. lactis, 

utilizamos o método de indução por xilose [161]. Em resumo, após o crescimento em ágar-

M17, suplementado com cloranfenicol, uma colônia foi isolada e transferida para meio M17 

em caldo para crescimento. No dia seguinte, a cultura foi diluída em meio M17 fresco 

suplementado com a xilose e cloranfenicol, e mantida a 30ºC por 24 horas. O mesmo 

procedimento foi realizado para a cepa selvagem, porém sem adição de cloranfenicol e com 

adição de glicose no lugar de xilose. No dia seguinte, o pellet bacteriano e o sobrenadante da 

cultura de cada cepa foram coletados para extração das proteínas e separação por eletroforese. 

Por western blot, utilizando anticorpo anti-HSP65, verificamos a presença de banda com peso 

molecular próximo à da rHSP65 utilizada como padrão, tanto no pellet bacteriano como no 

sobrenadante da cultura, validando a expressão e secreção de HSP65 para o meio (Fig. 4C). 

Como esperado, não detectamos a expressão de HSP65 na cepa selvagem. Sendo assim, 

confirmamos que a indução da expressão de HSP65 em L. lactis foi eficaz, tornando possível 

sua utilização em modelo experimental.  
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FIGURA 4. Validação do cultivo e expressão heteróloga de HSP65 em Lactococcus lactis. Aspecto 

morfológico das colônias de L. lactis após 24 horas de crescimento em ágar-M17 a temperatura ambiente (A). 

Fotomicrografia de L. lactis (aumento 1000x, escala da barra: 10µm) corada utilizando a coloração de Gram (B). 

Extratos proteicos de L. lactis NCDO2118 (cepa selvagem) NCDO2118: pXIES:SEC: hsp65 (secretora, 

recombinante) foram preparados a partir da fração 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 incidência de 

DM1 induzida por estreptozotocina 

Para avaliar o efeito de L. lactis expressnado HSP65, utilizamos um modelo 

profilático-terapêutico, que se baseou na administração de aproximadamente 1x109 CFU de L. 

lactis (recombinante ou não) diariamente durante dez dias consecutivos (dia -5 a dia 4) em 

camundongos Foxp3+gfp, sendo cinco antes da indução de DM1 e cinco durante a indução. 

Após o fim da indução de DM1 (dia 5), a administração de L. lactis foi realizada em dias 

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

No dia 15, após o fim das administrações do probiótico, observamos que a incidência 

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 incidência 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 veículo (não diabético), e no dia 12 o 

grupo que recebeu L. lactis-HSP65 já apresentava redução 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 à dos grupos STZ-PBS e 

STZ+ L. lactis selvagem (Fig. 5C-D).  

Como medida mais sensível e específica para avaliar o controle glicêmico, realizamos 

o teste de tolerância à glicose (GTT). Após 60 minutos da sobrecarga de glicose, observamos 

que 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 após a sobrecarga de glicose (Fig. 5E-F). Em relação à variação de 

peso corporal, observamos que a indução de DM1 induz perda expressiva de peso, e 

curiosamente, os grupos que receberam alguma das cepas do probiótico apresentaram maior 

dificuldade em recuperar o peso quando comparamos ao grupo diabético (Fig. 5G), apesar de 

todos os grupos terem apresentando um padrão de consumo alimentar semelhante (Fig. 5H). 
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FIGURA 5. L. lactis expressando HSP65 reduz a incidência de DM1 induzida por estreptozotocina (STZ). 

Esquema do protocolo de administração de L. lactis selvagem ou expressando HSP65 em camundongos Foxp3GFP+ 

(A). Incidência de DM1 após 15 dias do início da administração de STZ (B). Time course da glicemia após 10 

horas de jejum durante a administração de L. lactis (C). Glicemia de jejum após 15 dias do início da administração 

de STZ (D). Glicemia dos camundongos após teste de tolerância à glicose (GTT) em diferentes tempos após a 

sobrecarga de glicose (E). Área sob a curva do gráfico E referente ao GTT (F). Variação de peso corporal durante 

a administração de L. lactis (G). Consumo médio de ração dos camundongos em gramas/dia/camundongo durante 

o 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 pós-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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4.6 A administração de L. lactis-HSP65 reduz a insulite e IgG anti-HSP65 sérica no 

DM1 

Além dos efeitos benéficos observados na glicemia, avaliamos o grau de destruição 

das ilhotas pancreáticas. Por meio da coloração com hematoxilina-eosina, observamos que a 

as ilhotas pancreáticas dos camundongos diabéticos que receberam L. lactis-HSP65 

apresentaram estrutura preservada e com menor grau de infiltrado inflamatório 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 concordância com menor grau de insulite observado nas ilhotas pancreáticas do 

grupo STZ+ L. lactis-HSP65, observamos maior expressão de insulina nas ilhotas desse grupo 

quando comparamos ao grupo STZ+PBS (Fig. 6A, painel inferior e Fig. 6C), apesar de não 

termos observado diferenças estatísticas na insulina sérica (Fig. 6D). 

Como o DM1 é uma doença autoimune, avaliamos se no modelo de DM1 induzida por 

STZ há aumento de IgG anti-insulina no soro e se a administração do probiótico expressando 

HSP65 poderia diminuir a produção desses anticorpos. No tempo analisado, não observamos 

diferenças estatísticas na produção de IgG anti-insulina (Fig. 6E). Alguns trabalhos da 

literatura sugerem que anticorpos anti-HSP65 podem contribuir com a patogênese da DM1 

em humanos [124,169]. Além disso, em outros trabalhos que utilizaram L. lactis-HSP65 via 

gavagem, a redução de anticorpos anti-HSP65 no grupo que recebeu HSP65 indica o 

estabelecimento da tolerância oral [154,157]. Em nosso modelo, observamos um aumento de 

IgG anti-HSP65 no grupo diabético, porém sem diferenças estatísticas quando comparamos 

ao grupo veículo. Por outro lado, observamos que L. lactis-HSP65 reduziu a produção de IgG 

anti-HSP65 no soro quando comparamos aos grupos STZ+ PBS e STZ+ L. lactis, indicando 

que a estratégia de indução de tolerância oral foi efetiva (Fig. 6F).  
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FIGURA 6. L. lactis expressando HSP65 reduz a insulite e induz tolerância oral em modelo de DM1 

induzida por estreptozotocina (STZ). Fotomicrografias de cortes histológicos de pâncreas corados com HE 

(A, painel superior - aumento 200x, escala da barra: 50µm) e cortes submetidos a imuno-histoquímica (IHQ) 

para avaliação da marcação de insulina (A, painel inferior - aumento 200x, escala da barra: 50µm). Avaliação 

do grau de insulite no pâncreas após 15 dias após o início da administração de STZ (B). Porcentagem de 

marcação de insulina nos cortes histológicos de pâncreas determinada por meio software ImageJ nas 

fotomicrografias de IHQ (C). Concentração de insulina sérica avaliada por ELISA após 10 horas de jejum (D). 

Mensuração da densidade óptica para estimar IgG anti-insulina (E) e IgG anti-HSP65 (F) no soro dos 

camundongos 15 dias após o início da administração 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 pós-

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 administração de L. lactis-HSP65 reduz a incidência de DM1 no modelo de 

camundongos NOD 

O modelo de DM1 induzida por múltiplas 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 β-pancreáticas, onde induz estresse oxidativo e destruição celular 
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[170,171]. É um modelo que envolve recrutamento de células inflamatórias que contribuem 

com a dano tecidual, e apesar de ser bem estabelecido e aceito, há controvérsias sobre a 

participação 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 espontânea 

utilizando camundongos NOD (diabéticos não obesos), e seus controles NOR (não 

diabéticos). Para isso, realizamos alguns experimentos de padronização (dados não 

mostrados) para definirmos o esquema de administração do probiótico mantendo o modelo 

profilático-terapêutico, utilizado no modelo de indução com STZ. Os camundongos NOD 

fêmeas, com sete semanas de idade, receberam aproximadamente 2x108 CFU de L. lactis-

HSP65 diariamente durante uma semana, e em dias alternados da 8ª até a 13ª semana de 

idade. Na última etapa, da 14ª até a 16ª semana de idade, a administração foi realizada uma 

vez por semana (Fig. 7A). 

Com esse esquema de administração, observamos que na 16ª semana 80% dos 

camundongos NOD que não receberam o probiótico recombinante estavam com DM1 

estabelecida, contra 50% de incidência da doença no grupo NOD que recebeu L. lactis-HSP65 

(Fig. 7B). A glicemia dos camundongos NOD começou a se elevar na 13ª semana, e na 15ª e 

16ª, a glicemia dos camundongos que receberam o probiótico recombinante estava reduzida 

quando comparada à dos camundongos NOD que receberam PBS (Fig. 7C), confirmando que 

L. lactis-HSP65 foi eficaz na proteção contra oDM1 nesse modelo experimental. Os 

camundongos NOD perderam peso quando comparamos aos camundongos NOR não 

diabéticos, e a administração de L. lactis-HSP65 não foi capaz de reverter esse efeito (Fig. 

7D). 

Em cortes histológicos de pâncreas, observamos intenso recrutamento inflamatório nas 

ilhotas pancreáticas dos camundongos NOD que receberam PBS, que estava atenuado nos 

camundongos NOD que receberam L. lactis-HPS65 (Fig. 7E). Na análise 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 não apresentavam 

insulite ou apenas peri-insulite (Fig. 7F), confirmando que o probiótico foi capaz de atenuar o 

processo autoimune nas ilhotas pancreáticas.  
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FIGURA 7. L. lactis expressando HSP65 reduz a incidência de DM1 autoimune espontânea. Esquema do 

protocolo de administração de L. lactis expressando HSP65 em camundongos NOD (A). Registro da incidência 

de DM1 da 7ª até a 16ª semana de idade dos camundongos NOR e NOD (B). Time course da glicemia após 10 

horas de jejum durante a administração de L. lactis (C). Variação de peso corporal durante a administração de 

L. lactis (D). Fotomicrografias de cortes histológicos de pâncreas corados com HE - aumento 200x, escala da 

barra: 50µm (E). Avaliação do grau de insulite no pâncreas na 16ª 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 pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes 

quando p< 0,05. * vs NOR, # vs NOD+ PBS.  

 

4.8 L. lactis aumenta a expressão de marcadores associados à melhora da função de 

barreira intestinal e L. lactis-HSP65 induz genes de DCs com perfil tolerogênico no colón  

Alterações na mucosa intestinal e prejuízos na função de barreira, são associadas ao 

DM1 [174–176]. Além disso, já 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 indução de DM1 com STZ não altera o comprimento do cólon quando comparamos 

com o grupo não diabético, assim como a administração de L. lactis selvagem ou 

recombinante (Fig. 8A-B). Por outro lado, em cortes de cólon corados com HE, observamos 

que os camundongos com DM1 apresentaram uma aparente redução no número de células 

caliciformes quando comparamos aos demais grupos (Fig. 8C, painel superior). Para 

confirmar esse dado, procedemos com a coloração utilizando ácido periódico de Schiff (PAS), 

que cora substâncias ricas em carboidratos, como as mucinas, presentes no muco produzido 

pelas células caliciformes [178]. De fato, observamos que os camundongos diabéticos 

apresentam menor marcação de muco no cólon quando comparamos aos demais grupos, e a 

administração de L. lactis selvagem ou recombinante nos camundongos restaura a produção 

de muco, em nível semelhante ao grupo não diabético (Fig. 8C, painel inferior, 8D). Nos 

grupos STZ+ PBS e STZ+ LL observamos redução na expressão gênica de Muc1 no cólon 

quando comparamos ao grupo veículo (Fig. 8E), e redução de Muc2 nos grupos STZ que 

receberam as cepas de L. lactis em relação ao grupo veículo, sem diferenças quando 

comparamos ao grupo STZ+ PBS (Fig. 8F). Como a citocina IL-22, produzida principalmente 

por linfócitos Th17 e ILC3, é associada à produção de muco no cólon intestinal [179,180], 

avaliamos se L. lactis induz aumento na expressão dessa citocina. Observamos que tanto os 

animais diabéticos que não receberam o probiótico como os que receberam alguma cepa de L. 

lactis apresentaram maior expressão gênica de Il22, e destacamos que a administração da cepa 

selvagem ou recombinante aumentou a expressão desse gene de forma significativamente 

maior quando comparamos ao grupo diabético (Fig. 8G). Por outro lado, não observamos 

diferenças significativas na concentração de IL-22 em homogenato de cólon, detectada por 

ELISA (Fig. 8H). 

Além da produção de muco, avaliamos a expressão de outros genes relacionados à 

função de barreira intestinal no cólon dos camundongos. Quando comparamos com o grupo 

diabético, nós observamos que a administração de L. lactis, sobretudo a cepa selvagem, 

aumenta a expressão gênica de RegIIIγ (Fig. 8I), um peptídeo antimicrobiano produzido 

principalmente pelas células de Paneth, que auxilia na manutenção da mucosa intestinal, inibe 

a translocação bacteriana e está associado com aumento da diversidade da microbiota 

intestinal [181,182]. Em relação aos genes de proteínas de junção, observamos que L. lactis-

HSP65 aumentou a expressão do gene Tjp1, que codifica a proteína zonula occludens-1 (ZO-

1), quando comparamos ao grupo STZ+ PBS, indicando que o probiótico recombinante 
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reforça a função de barreira intestinal (Fig. 8J). Em relação à expressão do gene Ocln, que 

codifica a ocludina, observamos aumento da expressão no grupo diabético que não recebeu 

probiótico e também nos grupos que receberam L. lactis em relação ao grupo veículo (Fig. 

8K). A expressão de Cldn2, que codifica claudina-2, foi reduzida somente no grupo diabético 

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

Como utilizamos uma estratégia profilático-terapêutica de entrega de L. lactis-HSP65 

no intestino e por acreditar que as células dendríticas com perfil tolerogênico intestinais 

estejam envolvidas na proteção contra DM1, avaliamos alguns genes que estão associados à 

essas células no cólon. A administração de L. lactis selvagem foi capaz de aumentar somente 

a expressão gênica de Pdl1 quando comparado ao grupo diabético (Fig.8O), enquanto que L. 

lactis-HSP65 aumentou a expressão gênica de Ido1 (Fig. 8M), Aldh1a2 (Fig. 8N), Pdl1 (Fig. 

8O), Tgfb (Fig. 8P) e Irf8 (Fig. 8R). Por outro lado, L. lactis-HSP65 reduziu a expressão de 

Il10 (Fig. 8Q) e não alterou a expressão de Irf4 (Fig. 8S) quando comparamos ao grupo 

diabético. O panorama geral da expressão dos genes avaliados no cólon pode ser observado 

no heat map (Fig. 8T).  

Esses dados sugerem que L. lactis melhora a função de barreira intestinal no modelo 

de DM1 induzido por STZ e mostram que L. lactis expressando HSP65 aumenta a expressão 

de genes associados à função imunorreguladora de DCs no cólon de camundongos com DM1.  
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FIGURA 8. L. lactis aumenta a expressão de genes associados à função de barreira intestinal e L. lactis-HSP65 induz 

genes associados à função imunorreguladora. Aspecto macroscópico dos cólons intestinais (A). Comprimento do cólon 

em centímetros (B). Fotomicrografias de cortes histológicos de cólon corados com HE (C, painel superior - aumento 200x, 

escala da barra: 50µm) e cortes submetidos a coloração com ácido periódico de Schiff (PAS) para avaliação da marcação 

de muco (C, painel inferior - aumento 200x, escala da barra: 50µm). Porcentagem de marcação de muco nos cortes 

histológicos de colón corados com PAS (D). Expressões gênicas de Muc1 (E), Muc2 (F) e Il22 (G) no cólon avaliadas por 

qRT-PCR. Quantificação de IL-22 em homogenato de cólon avaliada por ELISA (H). Expressões gênicas de Reg3g (I), 

Tjp1 (J), Ocln (K), Cldn2 (L), Ido (M), Aldh1a2 (N), Pdl1 (O), Tgfb (P), Il10 (Q), Irf8 (R) e Irf4 (S) no cólon avaliadas por 

qRT-PCR. Heat map representando a expressão dos genes avaliados no cólon (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 pós-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-íleo 

O aumento na expressão de genes relacionados à função tolerogênica de DCs no cólon 

dos animais que receberam STZ+ L. lactis-HSP65 nos levou a investigar se de fato o 

probiótico recombinante induz aumento nas populações de cDC nos linfonodos cecal (LC) e 

jejuno-ileais (LJI). Ao final do esquema de administração, observamos que o L. lactis-HSP65 

aumenta a porcentagem (Fig. 9A-B) e número absoluto (Fig. 9C) da população de cDC1 

(CD103+ CD11b-) no LC quando comparamos ao grupo que recebeu L. lactis selvagem, 

indicando que a HSP65 tem papel na indução dessas células. Por outro lado, não observamos 

diferenças na população de cDC2 (CD103+ CD11b+) após a administração de L. lactis (Fig. 

9A, D-E). Além disso, tanto L. lactis selvagem como o recombinante aumentaram o número 

absoluto de cDC1 PD-L1+ quando comparamos ao grupo STZ+PBS no LC, mas não 

alteraram cDC2 PD-L1+ (Apêndice A, Fig. Supl. 3A-F).  

Nos linfonodos que drenam o jejuno e íleo, observamos um perfil oposto. A 

administração de L. lactis-HSP65 não foi capaz de modular a porcentagem (Fig.9 F-G), o 

número absoluto (Fig. 9H) de cDC1, nem a porcentagem de cDC2 (Fig. 9F, I), mas induziu 

aumento no número absoluto de cDC2 quando comparamos ao grupo STZ+ PBS e STZ+ L. 

lactis selvagem (Fig. 9J).  

Em camundongos NOD, avaliamos a indução de cDC1 e cDC2 no LC. Nesse modelo, 

não obtivemos diferenças na porcentagem de cDC1 (Apêndice A, Fig. Supl. 4A-B), porém 

observamos que camundongos NOD que não receberam L. lactis-HSP65 possuem número 

absoluto de cDC1 reduzido no LC (Apêndice A, Fig. Supl. 4C), sugerindo que no DM1 a 

indução dessas células fica comprometida. Por outro lado, a administração de L. lactis- 

HSP65 tende a elevar essas células ao nível dos camundongos NOR (Apêndice A, Fig. Supl. 

4C). Em relação à cDC2, não observamos diferenças na porcentagem (Apêndice A, Fig. Supl. 

4A,D), mas o número absoluto estava reduzido nos camundongos NOD e NOD que 

receberam L. lactis- HSP65 (Apêndice A, Fig. Supl. 4E).  

Esses dados sugerem que L. lactis expressando HSP65 atua de forma dinâmica, 

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 populações cDC1 e cDC2 no linfonodo cecal avaliadas por 

citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 no linfonodo cecal (B). Número absoluto de cDC1 no linfonodo 

cecal (C). Porcentagem de cDC2 no linfonodo cecal (D). Número absoluto de cDC2 no linfonodo cecal (E). 

Contour plots representativos das populações cDC1 e cDC2 nos linfonodos jejuno-ileais avaliadas por citometria 

de fluxo (F). Porcentagem de cDC1 nos linfonodos jejuno-ileais (G). Número absoluto de cDC1 nos linfonodos 

jejuno-ileais (H). Porcentagem de cDC2 nos linfonodos jejuno-ileais (I). Número 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 pós-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 superfície de células 

apresentadoras de antígenos, são capazes de reconhecer HSP65 e induzir respostas pró ou 

anti-inflamatórias [183,184]. Nesse sentido, avaliamos os efeitos de L. lactis-HSP65 na 

expressão de TLR2 na superfície das cDCs avaliadas anteriormente.  

No LC, observamos que o probiótico expressando HSP65 induz aumento na 

porcentagem de cDC1 TLR2+ quando comparado aos demais grupos (Fig. 10A-B) e induz 

aumento no número absoluto dessas células quando comparamos ao grupo veículo (Fig. 10C), 

sem modular a intensidade da expressão de TLR2 nessa população celular (Fig. 10D) no 

tempo avaliado. Por outro lado, L. lactis- HSP65 não induziu aumento de TLR2 nas cDC2 do 

LC (Fig. 10E-H). 

Adicionalmente, no LJI, L. lactis- HSP65 não modulou a porcentagem (Fig.10I) e 

número absoluto (Fig. 10J) de cDC1 expressando TLR2, mas induziu aumento na intensidade 

de expressão desse receptor nas cDC1 quando comparamos aos grupos diabético e diabético 

que receberam L. lactis selvagem (Fig. 10K-L). Não observamos diferenças significativas nas 

cDC2 expressando TLR2 nesses linfonodos (dados não mostrados). 

Em conjunto, esses dados mostram que HSP65 promove indução 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.  
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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). Número absoluto de cDC1 TLR2+ 

no linfonodo cecal (C). Intensidade média de fluorescência (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). Número absoluto de cDC2 TLR2+ no linfonodo 

cecal (G). Intensidade média de fluorescência (MFI) de TLR2 nas cDC2 (H). Porcentagem de cDC1 TLR2+ nos 

linfonodos jejuno-ileais (I). Número absoluto de cDC1 TLR2+ nos linfonodos jejuno-ileais (J). Intensidade média 

de fluorescência (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 pós-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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4.11 L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressão de PD-1, mas não altera as células T 

patogênicas nos linfonodos intestinais  

Nossos dados, até o momento, mostram que L. lactis expressando HSP65 controla a 

glicemia e reduz a incidência de DM1, em associação com melhoras na função de barreira 

intestinal e indução de células dendríticas tolerogênicas, principalmente cDC1 TLR2+ nos 

linfonodos que drenam jejuno, íleo e ceco. Já é mostrado que as cDCs, principalmente cDC1, 

são importantes indutoras de Tregs, tanto in vivo como in vitro [50,185]. Como as Tregs 

possuem papel chave no controle de doenças autoimunes [186], investigamos se a 

administração 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 veículo (Fig. 11A-B). Quando observamos o número absoluto de 

Tregs, L. lactis- HSP65 aumentou essa população quando comparamos como grupo STZ que 

não recebeu probiótico (Fig. 11C). Além disso, as Tregs de camundongos que receberam L. 

lactis -HPS65 apresentaram maior intensidade de expressão de PD-1 quando comparamos às 

Tregs de camundongos diabéticos que não receberam L. lactis (Fig. 11D-E), sugerindo que a 

HSP65 aumenta a capacidade supressora das Tregs no LC. Nesse sentido, avaliamos também 

os linfócitos T CD4+ ou CD8+ que expressam TCRVβ8.1/2+, clones autorreativos associados 

à diversas doenças autoimunes [187,188], porém, não observamos diferenças estatísticas na 

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

Nos LJI, não observamos diferenças na porcentagem de Tregs entre os grupos (Fig. 

11H-I), mas observamos que L. lactis- HPS65 aumenta o número absoluto de Tregs quando 

comparamos com os grupos veículo e STZ+ PBS (Fig. 11J). De forma contrária ao observado 

no LC, L. lactis- HSP65 induz aumento na expressão de PD-1 somente quando comparamos 

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

Adicionalmente, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou consideravelmente a 

expressão de PD-1 nos linfócitos T CD8+ quando comparamos com o grupo STZ+ PBS, tanto 

no LC como LJI (Apêndice A, Fig. Supl. 5A-B), sugerindo que os efeitos imunorreguladores 

induzidos por HSP65 não se restringem à apenas linfócitos T CD4+. 

Estes dados indicam que os linfonodos intestinais, principalmente LC, são locais 

primários de indução de Tregs em nosso modelo, e suportam a ideia de que essas células 

sejam cruciais no controle de DM1 induzido por L. lactis- HSP65. 
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FIGURA 11. L. lactis expressando HSP65 induz linfócitos 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). Número absoluto de Treg no linfonodo 

cecal (C). Intensidade média de fluorescência (MFI) de PD-1 nas Tregs do linfonodo cecal (D-E). Porcentagem de 

linfócitos T CD4+ (F) ou T CD8+ (G) que expressam o TCRVβ8.1/2 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). Número absoluto de Treg nos linfonodos jejuno-ileais (J). Intensidade média de 

fluorescência (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 pós-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 administração de L. lactis expressando HSP65 aumenta a produção de TGF-β 

no cólon de camundongos com DM1 

Após o reconhecimento de um PAMP ou DAMP via TLR ou outros receptores da 

imunidade inata, as DCs se tornam ativadas e aumentam a expressão de MHC e moléculas 

coestimuladoras, para então apresentarem o antígeno para a célula T [189]. Além desses 

sinais, as citocinas liberadas pelas DCs têm papel importante na diferenciação de células T 

efetoras para um perfil adequado, a depender do estímulo, seja infeccioso ou não [190]. IL-12 

e IFN-γ, por exemplo, são relacionadas com a indução de linfócitos Th1, já TGF-β, com 

indução de Tregs, e IL-6/IL-1β/TGF-β induzem linfócitos Th17 [191]. Além disso, uma vez 

diferenciadas, as células T CD4+ também produzem citocinas importantes para sua função 

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

Como observamos que L. lactis- HSP65 induz cDC1 e Tregs (CD3+ CD4+ Foxp3+) 

nos linfonodos intestinais, avaliamos o perfil de produção de algumas citocinas pró- e anti-

inflamatórias no intestino dos camundongos. No cólon, observamos que L. lactis- HSP65 não 

alterou a produção de IL-10 (Fig. 12A), mas aumentou de maneira significativa TGF-β (Fig. 

12B). Em relação às citocinas pró-inflamatórias no contexto do DM1, L. lactis- HSP65 não 

alterou a produção de IFN-γ (Fig. 12C) e IL-17 (Fig. 12D) no cólon dos animais no tempo 

avaliado.  

No íleo, não observamos diferenças na produção de IL-10 (Fig. 12E), de TGF-β (Fig. 

12F) e nem na produção de IFN- γ e IL-17(dados não mostrados), sugerindo que o íleo não é 

o local de maior efeito imunorregulador de L. lactis-HSP65 em nosso modelo experimental. 

 



Resultados | 67 

 

 

FIGURA 12. L. lactis expressando HSP65 aumenta TFG-β no cólon de camundongos com DM1. 

Concentração das citocinas IL-10 (A), TGF-β (B), IFN-γ (C) e IL-17 (D) em pg/g de homogenato de cólon no 15º 

dia após início da indução de DM1, avaliadas por ELISA. Concentração de IL-10 (E) e TGF-β (F) em pg/g de 

homogenato de íleo 15º dia após início da indução 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 pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs VH, # vs 

STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65. 

 

4.13 L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressão de LAP nos linfonodos pancreáticos e 

IL-10 e TFG-β no pâncreas 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 pâncreas e linfonodos drenantes, avaliamos o número de 

Tregs nos linfonodos pancreáticos (LP) e a produção de citocinas no pâncreas. 

Com o modelo de administração profilático-terapêutico que utilizamos, observamos 

que L. lactis- HSP65 aumentou a porcentagem (Fig. 13A-B) e número absoluto (Fig. 13C) de 

Tregs nos LP quando comparado ao grupo STZ+ PBS, porém não alterou a intensidade da 

expressão de PD-1 nessas células (Fig. 13D-E). Como não observamos diferenças na 

expressão de PD-1, buscamos avaliar a expressão de peptídeo associado à latência (LAP), que 

forma um complexo com TGF-β de membrana nas Tregs e induz maior capacidade supressora 

quando comparado às Tregs LAP- [192]. Observamos que apesar de L. lactis- HSP65 não 

alterar a porcentagem (Fig. 13F) e intensidade de expressão de LAP (Fig. 13H-I) nas Tregs, o 

probiótico recombinante aumentou o número 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 expressão de PD-1 nos linfócitos T CD8+ no LP, e, como observado nos linfonodos 

intestinais avaliados, a administração do probiótico aumenta essa expressão (Apêndice A, Fig. 

Supl. 5C).  

Adicionalmente, observamos que L. lactis- HSP65 aumentou a porcentagem de Tregs 

também no modelo utilizando camundongos NOD (Apêndice A, Fig. Supl. 4F-G), mas não 

alterou a expressão de PD-1 nessas células (Apêndice A, Fig. Supl. 4I).  

Em concordância com o aumento de Tregs total e expressando LAP nos linfonodos 

pancreáticos no modelo de DM1 induzida por STZ, observamos que L. lactis- HSP65 

aumentou de forma significativa a produção de IL-10 (Fig. 13J) e de TGF-β (Fig. 13K) no 

pâncreas quando comparamos ao grupo STZ+ PBS, que por sua vez tem a produção de TGF- 

β reduzida quando comparamos ao grupo veículo. Em contrapartida, não observamos 

diferenças na produção de IFN-γ (Fig. 13L) e IL-17 (Fig. 13M) entre os grupos no tempo 

avaliado.  

Estes dados mostram que os efeitos imunorreguladores de L. lactis- HSP65 atingem os 

linfonodos e tecido pancreático, seja por migração de Tregs dos linfonodos intestinais para os 

pancreáticos, ou por geração de Tregs diretamente no tecido.  
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FIGURA 13. L. lactis-HSP65 aumenta Tregs e expressão de LAP nos linfonodos pancreáticos e IL-10 e 

TFG-β no pâncreas de camundongos com DM1. Contour plots representativos da porcentagem de Tregs (CD3+ 

CD4+ Foxp3+) nos linfonodos pancreáticos determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de Tregs nos 

linfonodos pancreáticos (B). Número absoluto de Tregs nos linfonodos pancreáticos (C). Intensidade média de 

fluorescência (MFI) de PD-1 nas Tregs dos linfonodos pancreáticos (D-E). Porcentagem de Tregs expressando 

LAP nos linfonodos pancreáticos (F). Número absoluto de Tregs LAP+ nos linfonodos pancreáticos (G). 

Intensidade média de fluorescência (MFI) de LAP nas Tregs (H-I). Concentração das citocinas IL-10 (J), TGF-β 

(K), IFN-γ (L) e IL-17 (M) em pg/g de homogenato de pâncreas no 15º dia após início da indução de DM1, 

avaliadas por ELISA. Dados expressos como média ± EPM representativo de dois experimentos independentes 

(n=4-6 por grupo, A-I) ou compilados de dois experimentos independentes (n = 7-11 por grupo, J-M) e analisados 

pelo teste ANOVA One-way e Tukey no pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. 

* vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65. 

 



Resultados | 70 

 

4.14 A redução da incidência de DM1 induzida por L. lactis- HSP65 é dependente de 

TLR2 

Nossos dados anteriores mostram que L. lactis- HSP65 induz aumento na expressão de 

TLR2 nas cDC1 nos linfonodos intestinais, sugerindo que esse receptor possa estar envolvido 

na proteção contra DM1 observada ao final do esquema de administração do probiótico 

recombinante. Para confirmar essa hipótese, 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 deficiência 

de TLR2 por si só alteraria a incidência de DM1 em modelo induzido por STZ. Para isso, 

administramos STZ em camundongos WT (C57Bl/6) e deficientes de TLR2 e após 15 dias do 

início da indução não observamos diferenças na glicemia entre os dois grupos, mostrando que 

a deficiência de TLR2 não altera o desenvolvimento de DM1 (Apêndice A, Fig. Supl. 6A-B), 

validando assim a utilização desses animais para verificar o impacto de TLR2 no efeito de L. 

lactis- HSP65.  

Após 12 dias do início da indução de DM1 com STZ, observamos que todos os 

animais WT que receberam STZ+ PBS e os deficientes de TLR2 que receberam STZ+ L. 

lactis- HSP65 já estavam com glicemia acima de 200 mg/dL (Fig. 14A-B). No 15º dia, a 

glicemia dos animais Tlr2-/- que receberam L. lactis- HSP65 estava significativamente maior 

quando comparada com a glicemia dos camundongos WT que também receberam a mesma 

cepa de probiótico (Fig. 14C), indicando que L. lactis- HSP65 perdeu seu efeito protetor 

contra o DM1 na deficiência de TLR2. Por outro lado, a deficiência de TLR4 não impactou a 

glicemia dos camundongos quando comparada à do grupo WT (Fig. 14A-C). Ao se avaliar a 

incidência da doença, observamos que, de fato, L. lactis- HSP65 não foi capaz de reduzir a 

incidência de DM1 nos camundongos Tlr2-/- como observado nos camundongos WT, e 

camundongos Tlr4-/- exibiram um perfil intermediário de incidência de DM1 (Fig. 14D).  

Apenas os camundongos WT que receberam L. lactis- HSP65 apresentaram perda 

significativa de peso quando comparado ao grupo veículo (Fig. 14E). Entretanto, 

camundongos Tlr2-/- ou Tlr4-/- que receberam L. lactis- HSP65 apresentaram encurtamento de 

cólon, sugerindo inflamação intestinal, o que não foi observado no grupo WT (Fig. 14F).  

Como o papel de TLR2 na proteção 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 imunorregulação 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 inflamatório 

nas ilhotas pancreáticas 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 

sinalização de TLR2.  

 

 

FIGURA 14. TLR2 é essencial na proteção contra DM1 induzida por L. lactis expressando HSP65. Time 

course da glicemia após 10 horas de jejum durante o protocolo de administração de L. lactis (A). Glicemia de 

jejum após 12 dias do início da administração de STZ (B). Glicemia de jejum após 15 dias do início da 

administração de STZ (C). Incidência de DM1 após 15 dias do início da administração de STZ (D). Variação de 

peso corporal durante a administração de L. lactis (E). Comprimento do cólon em centímetros (F). 

Fotomicrografias de cortes histológicos de pâncreas corados com HE, aumento 200x, escala da barra: 50µm (G). 

Avaliação do grau de insulite no pâncreas após 15 dias após o início da administração 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 pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes 

quando p< 0,05. * vs VH, # vs WT STZ+PBS, & Tlr2-/- ou Tlr4-/- STZ + L. lactis- HSP65 vs WT STZ+ L. lactis 

HSP65. 
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4.15 TLR2 é importante para a indução 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 têm mais cDC1 expressando TLR2 nos linfonodos cecal e jejuno-ileais. Além 

disso, na deficiência de TLR2 o probiótico recombinante não consegue proteger contra o 

desenvolvimento de DM1. Diante disso, avaliamos se a deficiência de TLR2 impactaria 

diretamente na indução de cDC1. 

Observamos que camundongos diabéticos Tlr2-/- que receberam L. lactis- HSP65 

apresentam porcentagem de cDC1 semelhante à observada no grupo controle WT (Fig. 15A-

B), entretanto, apresentam redução significativa no número absoluto dessas células no LC 

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

O XCR1 é o receptor específico para a quimiocina XCL1 e exibe uma expressão 

elevada nas cDC1 [193]. Essas células estão diretamente envolvidas na apresentação cruzada 

e na indução de tolerância periférica, tornando o XCR1 um marcador crucial para identificar 

cDC1 com propriedades tolerogênicas importantes. [194,195]. Em nosso modelo, observamos 

que as cDC1 de camundongos Tlr2-/- diabéticos que receberam L. lactis-HSP65 apresentam 

redução na intensidade de expressão de XCR1 quando comparamos ao grupo controle (Fig. 

15D-E). Essa redução também é observada na porcentagem de cDC1 XCR1+ (Fig. 15F-G), 

mas não no número absoluto (Fig. 15H). Esses dados indicam que TLR2 é importante para a 

indução das cDC1 no LC e manutenção do fenótipo tolerogênico no modelo de DM1.  
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FIGURA 15. Camundongos diabéticos e deficientes de TLR2 que receberam L. lactis-HSP65 apresentam 

redução de cDC1 e da expressão de XCR1 no linfonodo cecal. Contour plots representativos da porcentagem de 

cDC1 no linfonodo cecal determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 no linfonodo cecal (B). 

Número absoluto de cDC1 no linfonodo cecal (C). Intensidade média de fluorescência (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). Número 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. 

4.16 TLR2 é importante para indução de Tregs no linfonodo pancreático e produção 

de IL-10 no pâncreas induzidas por L. lactis- HSP65 no modelo de DM1 

Ao constatarmos a relevância do TLR2 na proteção contra a DM1 e na indução de 

cDC1 após o esquema de administração de L. lactis-HSP65 em camundongos diabéticos, 
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procuramos avaliar como a deficiência desse receptor afeta alguns componentes 

imunorreguladores no pâncreas. 

Primeiramente, observamos que camundongos deficientes de TLR2 que receberam L. 

lactis-HSP65 têm redução na porcentagem (Fig. 16A-B) e número absoluto (Fig. 16C) de 

Tregs nos linfonodos pancreáticos quando comparamos com o grupo WT. Em relação à 

funcionalidade dessas células, observamos que na ausência de TLR2 há redução na expressão 

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

Em relação às citocinas, observamos que camundongos deficientes de TLR2 que 

receberam L. lactis-HSP65 têm redução significativa na produção de IL-10 no pâncreas (Fig. 

16F), mas produção semelhante de TGF-β quando comparamos ao grupo WT (Fig. 16G). Não 

observamos diferenças estatísticas na produção de IFN-γ e IL-17 entre os grupos (dados não 

mostrados).  

Estes dados demonstram que a diferenciação de Tregs e aumento na produção de IL-

10, importantes no controle de DM1 [196,197] e mediadas por L. lactis- HSP65 em nosso 

modelo experimental, são dependentes de TLR2.  
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FIGURA 16. Camundongos diabéticos e deficientes de TLR2 que receberam L. lactis-HSP65 apresentam 

prejuízo na indução de Tregs PD1+ nos linfonodos pancreáticos e produção de IL-10 no pâncreas. Contour 

plots representativos da porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreáticos determinada por citometria de fluxo 

(A). Porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreáticos (B). Número absoluto de Tregs nos linfonodos 

pancreáticos (C). Intensidade média de fluorescência (MFI) de PD-1 nas Tregs dos linfonodos pancreáticos (D-E). 

Concentração das citocinas IL-10 (F) e TGF-β (G) em pg/g de homogenato de pâncreas no 15º dia após início da 

indução 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 Tlr2-/- apresentam expressão gênica reduzida de Il10 e 

Irf8 após estímulo com rHSP65 

Para investigar o papel de TLR2 no fenótipo e funcionalidade das cDC1 após estímulo 

com rHSP65, utilizamos a estratégia in vitro de geração de BMDCs de camundongos WT e 

deficientes de TLR2.  

Primeiramente, buscamos avaliar se a indução de perfil tolerogênico nas BMDCs 

mediada por rHSP65 é dependente de TLR2. Para isso, estimulamos as BMDCs com rHSP65 

por 24 horas e analisamos a expressão de alguns genes associados à função tolerogênica nas 

DCs.  

Observamos que rHSP65 induz aumento na expressão de Aldh1a2, porém na 

deficiência de TLR2 essa expressão é ainda maior, fato parcialmente explicado pelo aumento 
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na expressão nas BMDCs Tlr2-/- não estimuladas, sugerindo que TLR2 por si só regula a 

expressão de Aldh1a2 (Fig. 17A). O estímulo com rHSP65 aumentou a expressão de Pdl1 nas 

BMDCs de camundongos WT, e a deficiência de TLR2 potencializou essa expressão (Fig. 

17B). Por outro lado, a ausência de TLR2 não impactou na expressão gênica de Tfgb no 

tempo avaliado (Fig. 17C). 

Em dados anteriores, observamos redução na produção de IL-10 nos pâncreas de 

camundongos Tlr2-/- quando comparamos ao grupo WT que recebeu L. lactis- HSP65. 

Pensando nisso, avaliamos se o mesmo ocorre diretamente nas BMDCs deficientes de TLR2, 

e como esperado, na deficiência desse receptor a expressão de Il10 é reduzida quando 

comparamos às BMDCs WT (Fig. 17D). O mesmo ocorre com a expressão de Irf8, fator de 

transcrição essencial para o desenvolvimento de cDC1 [198], que é reduzida na deficiência de 

TLR2 após estímulo com rHSP65 (Fig. 17E). Por outro lado, rHSP65 nem a deficiência de 

TLR2 modulam a expressão gênica de Irf4 (Fig. 17F), fator de transcrição das cDC2 [199].  

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

perfil tolerogênico das cDC1, caracterizado pelo aumento na expressão de Irf8 e de Il10. 

 

 

FIGURA 17. TLR2 é importante para a expressão gênica de Il10 e Irf8 mediada por rHSP65 em BMDCs. 

Expressão relativa dos genes Aldh1a2 (A), Pdl1 (B), Tgfb (C), Il10 (D), Irf8 (E) e Irf4 (F) em BMDCs de 

camundongos WT ou Tlr2-/- estimuladas ou não com rHSP65 (12 µg/ml) por 24 horas, avaliada por qRT-PCR. 

Dados expressos como média ± EPM representativo de um experimento (n=5 poços por condição) analisados pelo 

teste ANOVA One-way e Tukey no pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs 

meio, & vs WT rHSP65. 
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4.18 rHSP65 induz cDC1 e produção de IL-10 via TLR2 em BMDCs 

Como vimos que TLR2 é importante para a indução de Il10 e Irf8 a nível de expressão 

gênica, nosso próximo passo foi determinar se a deficiência de TLR2 compromete a 

diferenciação de cDC1 induzida por rHSP65.  

Após 24 horas de estímulo, observamos que nas BMDCs deficientes de TLR2 o 

estímulo com rHSP65 não foi capaz de induzir cDC1 quando comparamos às BMDCs de 

camundongos WT (Fig. 18A-B). Em contrapartida, observamos que a deficiência de TLR2 

não impacta na indução de cDC2 (Fig. 18C). 

Além da porcentagem de cDCs, avaliamos se a deficiência de TLR2 influenciaria na 

funcionalidade dessas células. Observamos que rHSP65 não aumenta a expressão de PD-L1 

nas cDC1 (Fig. 18 D-E) e cDC2 (Fig. 18F-G). Por outro lado, observamos que TLR2 é 

essencial para a produção de IL-10 após estímulo com rHSP65 (Fig. 18H). 

Em conjunto, esses dados suportam a ideia de que os efeitos imunorreguladores de 

rHSP65 são induzidos via TLR2, que facilita a diferenciação de cDC1 com aumento na 

produção de IL-10. 
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FIGURA 18. rHSP65 induz cDC1 e produção de IL-10 via TLR2 em BMDCs. Contour plots representativos 

da porcentagem de cDC1 e cDC2 em BMDCs após 24 horas de estímulo ou não com LPS (500 ng/ml) ou 

rHSP65 (12µg/ml) determinada por citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 (B) e cDC2 (C). Intensidade 

média de fluorescência (MFI) de PD-L1 nas cDC1 (D-E) ou cDC2 (F-G) após 24 horas de estímulo com LPS ou 

rHSP65 determinada por citometria de fluxo. Concentração de IL-10 no sobrenadante da cultura de BMDCs 

estimuladas ou não com rHSP65 determinada por ELISA (H). Dados expressos como média ± EPM 

representativo de um experimento (n=4-5 poços por condição) analisados pelo teste ANOVA One-way e Tukey 

no pós-teste, sendo consideradas estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs meio, # vs WT rHSP65. 
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4.19 TLR2 e IL-10 são importantes para a indução de Tregs mediada por DCs 

estimuladas com rHSP65 

Nossos dados in vitro mostram que HSP65 ativa BMDCs e, via TLR2, promove a 

diferenciação de cDC1 e produção de IL-10. Nossa hipótese, é que o eixo TLR2-IL-10 seja 

importante para que as cDC1 induzam a polarização de linfócitos 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 não com rHSP65 por 24 

horas. Em seguida, isolamos as DCs CD103+ e co-cultivamos com linfócitos CD4 naive 

(Th0). Após 96 horas de cultura, observamos que as DCs não estimuladas das três linhagens 

de camundongos induziram Tregs, o que nos mostra que o contato célula-célula auxilia na 

polarização de Tregs in vitro (Fig. 19A-B). Por outro lado, as DCs de camundongos Tlr2-/- ou 

Il10-/- que foram estimuladas com rHSP65 induziram menos Treg quando comparadas às DCs 

de camundongos WT estimuladas, mostrando que DC expressando TLR2 potencializa a 

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

Esses dados mostram que o eixo TLR2-IL-10 é importante para que rHSP65 induza 

perfil tolerogênico nas DCs CD103+, que por sua vez são capazes de polarizar linfócitos Th0 

para Tregs in vitro. Mecanisticamente, esses dados complementam nossos achados no modelo 

de DM1, com o qual mostramos que, na deficiência de TLR2, L. lactis-HSP65 não foi capaz 

de induzir cDC1 tolerogênicas no linfonodo cecal e Tregs PD-1+ nos linfonodos pancreáticos. 

Esses eventos estão associados com a falha no controle da glicemia e consequente aumento na 

incidência de DM1. 
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FIGURA 19. TLR2 e IL-10 são importantes para a indução de Tregs mediada por DCs estimuladas com 

rHSP65 in vitro. Contour plots (A) e gráfico de barras (B) representativos da porcentagem de Tregs após 96h de 

co-cultura de linfócitos T naives (Th0) com DCs CD103+ previamente estimuladas ou não com rHSP65 (12 

µg/ml). Dados expressos como média ± EPM representativos de um experimento (n = 3-6 poços por condição) e 

analisadas pelo teste ANOVA one-way e Tukey no pós-teste. Os dados foram considerados estatisticamente 

significantes quando p< 0,05. * vs Th0 sem DC, # vs Th0 + DC CD103+ meio, & vs DC CD103+ + HSP65 de 

WT.  
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5 DISCUSSÃO  

As HSPs já são bem conhecidas por induzirem imunorregulação, 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 tolerogênica 

[201]. Nesse sentido, diferenciamos BMDCs e estimulamos com rHSP65 para avaliarmos o 

perfil das DCs e a produção de citocinas. Primeiramente, observamos que a proteína é capaz 

de ativar BMDCs, e induzir a expressão de CD103, uma integrina-chave na indução de 

linfócitos Tregs [202]. rHSP65 induziu cDC1 e cDC2, ambas com perfil de ativação 

semelhante. Funcionalmente, rHSP65 induziu significativo aumento na razão IL-10/TNF-α e 

IL/10-IL-6, sugerindo predominância do perfil regulador nessas células. Ainda mostramos 

que as BMDCs CD103+ estimuladas previamente com rHSP65 foram capazes de induzir 

diferenciação de linfócitos T CD4+ naive para Tregs in vitro. Contrariando nossos dados, um 

estudo mostrou que rHSP65, em dose semelhante a que usamos, induziu predominantemente 

produção de TNF-α e IL-12 quando comparado com IL-10. Na co-cultura com linfócitos T 

CD4+ virgens, as BMDCs previamente estimuladas com rHSP65 induziram a produção de 

citocinas do perfil Th1, mas que foram eficazes na redução da hiperresponsividade e 

inflamação 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 expressão de 

CD40, CD86 e MHC-II nas BMDCs, e estas apresentam baixa produção de IL-12, mesmo na 

presença de LPS, mostrando que HSP70 consegue prevenir a ativação de BMDCs mantendo 

um perfil regulador [113]. Nossos dados suportam a ideia de que rHSP65 pode ser uma 

estratégia eficaz de indução de tolerância oral em modelo de DM1.  

Os efeitos benéficos de probióticos recombinantes em modelos experimentais de 

infecções, doenças inflamatórias e autoimunes vem sendo demonstrados nos últimos anos, 

pois constituem formas seguras e eficientes de indução de imunorregulação [203,204]. Até o 

momento, diversos estudos mostraram que o uso de L. lactis expressando HSP65 é eficiente 

no controle da inflamação em infecções, na colite, na artrite, na encefalomielite e no DM1. 

Entretanto, o mecanismo celular e os receptores envolvidos ainda não foram descritos nos 

modelos de DM1. Assim, tivemos como objetivo inicial avaliar os efeitos da administração 

oral da cepa NCDO2118 de L. lactis secretora de HSP65 no DM1, em um esquema 

profilático-terapêutico.  
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Em nosso modelo, utilizando 1x109 CFU de L. lactis-HSP65 por dose, observamos 

que o probiótico foi capaz de reduzir a hiperglicemia em alguns camundongos com DM1 no 

15º dia após início da indução com STZ, e isso se refletiu na redução da incidência da doença, 

que foi de 45,4%, contra 100% no grupo que não recebeu probiótico e 88,8% no grupo que 

recebeu L. lactis selvagem. Em camundongos NOD fêmeas, com 7 semanas de idade, 

observamos que 2x108 CFU de L. lactis-HSP65 administrado até a 16ª semana de vida, foi 

capaz de controlar a hiperglicemia nas semanas 15 e 16 e reduzir a incidência de DM1 em 

30%, associado com menor grau de insulite nas ilhotas pancreáticas. Nossos dados se 

assemelham com os obtidos em estudos que utilizaram L. lactis expressando HSP65 

associados com peptídeos da HSP65 humana em camundongos NOD, nos quais foi observado 

melhor controle da hiperglicemia, redução da insulite e da incidência da doença, que foi de 20 

a 40% menor quando comparado ao grupo diabético que não recebeu o probiótico [158,159]. 

Outras estratégias utilizando L. lactis expressando IL-10 + GAD65, ou antígeno I do fator de 

colonização (CFA/I) também foram eficazes na redução da incidência do DM1 [148,205].  

Como forma complementar de avaliar o controle glicêmico em nosso modelo de DM1 

induzida por STZ, realizamos o teste de tolerância à glicose (GTT), metodologia mais acurada 

na detecção 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 presença de DM1) após 120 

minutos da sobrecarga de glicose, essa média é significantemente menor quando comparado 

ao grupo STZ que não recebeu probiótico, indicando que L. lactis-HSP65 melhorou a 

tolerância à glicose dos camundongos. Nossos dados corroboram parcialmente os publicados 

por Liu e colaboradores, que mostraram que a administração de L. lactis-HSP65-IA2P2 

reduziu a glicemia no GTT para uma média inferior a 200 mg/dl, evidenciando um efeito mais 

robusto na tolerância a glicose [158].  Em nosso modelo observamos que L. lactis selvagem 

não exerceu efeitos benéficos no DM1, reforçando os dados já publicados anteriormente, nos 

quais L. lactis selvagem não alterou os parâmetros clínicos da doença [205]. 

Interessantemente, em ambos os modelos que avaliamos, os camundongos que 

receberam alguma das cepas de L. lactis apresentaram perda de peso, sem afetar o consumo 

de ração. Uma possível explicação 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 condições, como DM1. Ainda sobre os parâmetros 

clínicos da doença, não encontramos nenhum estudo que tenha mostrado o efeito de L. lactis-

HSP65 na concentração de insulina sérica ou no pâncreas no DM1, mas já foi mostrado que a 
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associação de L. lactis expressando IL-10 humana com injeções de anti-CD3 preservou a 

insulina no pâncreas de camundongos NOD, dado não observado no grupo que recebeu 

apenas anti-CD3, mostrando que o efeito é exercido pelo probiótico recombinante [148]. Em 

nosso modelo, apesar de termos observado que L. lactis-HSP65 preservou a produção de 

insulina em cortes histológicos do pâncreas, avaliados pro IHQ, não observamos diferenças 

significantes entre os grupos na concentração de insulina sérica. Para entender melhor esse 

resultado, iremos repetir a dosagem em diferentes tempos utilizando um kit de ELISA mais 

sensível. 

Apesar da indução de DM1 com baixas doses de STZ ser imuno-mediado e 

amplamente utilizado, a participação de componentes autoimunes nesse modelo é controversa 

[208,209]. Pensando nisso, buscamos avaliar a presença de IgG anti-insulina no soro dos 

camundongos no modelo STZ e determinar se a administração de L. lactis-HSP65 altera a 

produção desses autoanticorpos. Na dose de STZ utilizada, não observamos aumento de IgG 

anti-insulina sérica no grupo que recebeu STZ em comparação com o grupo não diabético, e a 

administração de ambas as cepas de L. lactis não modulou esse autoanticorpo. Não 

encontramos trabalhos publicados que mostrassem a detecção de anticorpos anti-insulina no 

modelo STZ, mas já é bem estabelecido que em camundongos NOD [210] e em humanos 

[211] há maior concentração de anticorpos anti-insulina circulante. O papel de HSP65 como 

autoantígeno do DM1 já foi sugerido em alguns estudos, mas ainda não bem definido se essa 

proteína contribui com o desenvolvimento da doença [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 relação ao grupo não diabético, mas essa diferença não foi 

estatisticamente significante. Entretanto, o grupo diabético que recebeu L. lactis- HSP65 

apresentou redução significativa no título desse anticorpo em relação ao grupo diabético que 

não recebeu L. lactis. Esse dado, isoladamente, não define se HSP65 é de fato um 

autoantígeno importante, responsável por induzir autoanticorpos na doença, mas comprova 

que L. lactis-HSP65 foi capaz de induzir tolerância oral à HSP65, de forma antígeno-

específica, 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 parâmetros clínicos de DM1, 

nossos próximos passos foram investigar os possíveis mecanismos associados. Alguns 

estudos mostraram que há uma correlação entre inflamação intestinal, alterações na função de 

barreira e DM1, tanto em camundongos como em humanos [213–215]. Portanto, avaliamos a 
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inflamação, a produção de muco e a expressão de genes associados a manutenção da barreira 

intestinal no cólon dos camundongos. Em nossos dados, a indução de DM1 com STZ não 

alterou o comprimento do cólon, entretanto, outros estudos mostraram que a administração de 

STZ em ratos aumentou o comprimento do cólon dos animais, como possível consequência 

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 cólon 

induzido por DSS em modelo de colite [218]. A administração de L. lactis, selvagem ou 

recombinante, também não alterou o comprimento do cólon quando comparamos com os 

demais grupos. Em relação às células caliciformes e produção de muco, constatamos que 

camundongos com DM1 induzida por STZ apresentaram redução na porcentagem de células 

caliciformes, na expressão gênica de Muc1 e de Il22 no cólon quando comparamos com o 

grupo não diabético, sugerindo que DM1 afeta parcialmente a função de barreira intestinal, já 

que a camada de muco é importante na proteção contra patógenos [219]. Nossos dados estão 

de acordo com dados publicados por  outros grupos, que mostraram prejuízos na produção de 

muco em camundongos NOD [46] e em pacientes com DM1 [29]. Interessantemente, 

observamos que L. lactis, independente de HSP65, preserva a produção de muco e a 

expressão gênica de Il22 no cólon, uma citocina importante na manutenção da camada de 

muco intestinal [220]. Outros estudos já demonstraram que diversas espécies de probióticos 

potencializam a produção de muco [221] e são dependentes de IL-22 para promoverem seus 

efeitos benéficos no intestino [222]. 

Além da produção de muco, a produção de peptídeos antimicrobianos e a manutenção 

das proteínas de junção são essenciais para preservar a homeostase da permeabilidade 

intestinal [223]. Nossos resultados mostraram que L. lactis, selvagem ou recombinante, induz 

aumento na expressão de Reg3g no cólon quando comparada ao grupo STZ. Outros 

probióticos, como Bifidobacterium breve, também são capazes de induzir Reg3g no intestino 

[181]. Esse peptídeo antimicrobiano é produzido principalmente pelas células de Paneth, e são 

fundamentais no controle de bactérias patogênicas e da inflamação no epitélio do intestino 

[182]. Em nosso modelo, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou consideravelmente a 

expressão de ZO-1 no cólon quando comparada ao grupo STZ, suportando a ideia de que o 

probiótico reforça a função de barreira intestinal aumentando também a expressão dessa 

proteína de junção, que geralmente é prejudicada em pacientes com doenças inflamatórias 

intestinais [224] e diabetes [215].  
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Buscando avaliar os efeitos de L. lactis-HSP65 nos mecanismos de imunorregulação 

induzidos no intestino durante DM1, observamos que alguns genes relacionados a DCs com 

perfil tolerogênico estavam aumentados no cólon, como Ido1, Aldh1a2, Pdl1, Tgfb e Irf8, em 

comparação com o grupo diabético que não recebeu L. lactis- HSP65. As DCs tolerogênicas 

do intestino mantêm sua capacidade de apresentar antígenos, mas paralelamente regulam 

negativamente a expressão de moléculas coestimuladoras de células T e citocinas pró-

inflamatórias, enquanto aumentam a expressão de moléculas inibitórias como PD-L1, CD95L 

ou IDO, bem como a produção de citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e IL-10 [40]. Em 

nosso modelo, observamos que L. lactis-HSP65 aumentou cDC1 (CD103+ CD11b-) quando 

comparamos com os grupos não diabético e diabético que receberam L. lactis selvagem, 

sugerindo que a HSP65 é capaz de induzir essa população de DCs no LC, enquanto as cDC2 

(CD103+CD11b+) não foi alterada. De forma oposta, nos LJI não observamos diferenças nas 

cDC1, enquanto o número absoluto de cDC2 foi maior no grupo diabético que recebeu L. 

lactis-HSP65 quando comparado com o grupo diabético. Estes dados sugerem que há uma 

compartimentalização de indução dessas populações ao longo do intestino, que pode variar de 

acordo com a região avaliada.  

Como TLR2 pode reconhecer as HSPs e contribuir com a indução dos efeitos 

imunorreguladores [111], avaliamos a expressão de TLR2 na superfície das populações de 

cDCs. Interessantemente, observamos que somente L. lactis-HSP65 aumentou a porcentagem 

de cDC1 TLR2+ no LC, e esse efeito não se reproduziu nas cDC2. Adicionalmente, o 

probiótico recombinante também aumentou a intensidade da expressão de TLR2 nas cDC1 

dos LJI. Já foi mostrado que em camundongos NOD pré-diabéticos e com diabetes 

estabelecida há redução das cDC1 quando comparado com o grupo não diabético [46], no 

entanto, a indução dessas populações de DCs não é um efeito exclusivo de L. lactis-HSP65 no 

DM1. De forma semelhante a nossos dados, já foi mostrado que L. lactis-HSP65 administrado 

pela via oral induziu a cDC1 no baço, mas não nos linfonodos mesentéricos, durante a colite 

[225]. Além disso, nossos dados vão de encontro com os publicados por Nelson e 

colaboradores, que mostraram que L. lactis expressando CFA/I induz cDC1 nos linfonodos 

mesentéricos, concomitantemente com o aumento de IL-10, TGF-β e IDO, moléculas 

inibitórias com perfil regulador [226].  

As células Tregs são as indutoras-chave de tolerância periférica [227]. Em nosso 

modelo observamos que L. lactis-HSP65 aumenta o número absoluto de Tregs no LC, bem 

como a intensidade de expressão de PD-1 nessas células, sugerindo maior atividade 
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supressora, e ainda induz aumento de Tregs LAP+ no LP. Esses dados reforçam a capacidade 

indutora de Tregs de L. lactis-HSP65 já mostrada nos linfonodos inguinais em modelo de 

encefalomielite autoimune [212], nos linfonodos mesentéricos em modelo de colite [156] e no 

baço em modelo de artrite [157]. As células Tregs obtidas de camundongos NOD apresentam 

baixa expressão de LAP e outros marcadores inibitórios, como PD-1 e CD39 [228–230], e, 

em concordância com nossos dados, já foi mostrado que o envolvimento de LAP na 

capacidade supressora de Tregs induzida por L. lactis-HSP65 é essencial para a proteção 

contra o desenvolvimento de encefalomielite autoimune [212]. Em concordância com o 

aumento de Tregs induzido por L. lactis-HSP65 observado em nosso modelo, observamos que 

o probiótico recombinante aumenta a produção de citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β 

no cólon e no pâncreas, e IL-10 no pâncreas. De forma semelhante, Yanjun e colaboradores 

mostraram que a administração de L. lactis-HSP65-P277 aumenta a produção de IL-10 em 

esplenócitos, de forma antígeno-específica [159].  

Além disso, já foi mostrado que existe uma correlação negativa entre a expressão de 

IL-10 nas células do sangue periférico e o tempo de diagnóstico em pacientes com DM1, 

sugerindo que a expressão dessa citocina vai diminuído durante o curso da doença [231]. Nos 

modelos de colite, artrite e encefalomielite já foi observado que L. lactis-HSP65 aumenta a 

produção dessas citocinas anti-inflamatórias e estão associadas com a atenuação ou prevenção 

da doença [156,157,212], mostrando que esse efeito é bastante característico desse probiótico, 

independente do contexto. Apesar de observamos diferenças nas citocinas anti-inflamatórias, 

L. lactis-HSP65 não modulou a produção de IL-17 ou IFN-γ no cólon, íleo ou pâncreas no 

tempo avaliado em nosso modelo. De forma contrária, a administração de L. lactis-HSP65-

P277 ou expressando CFA/I, ou ainda L. lactis-HSP65 em outros modelos de doenças 

autoimunes foi capaz de reduzir citocinas pró-inflamatórias, principalmente IFN-γ 

[156,159,226]. 

Após 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. Vários estudos já haviam sugerido 

que as HSPs podem induzir efeitos em APCs após interação com receptores do tipo Toll 

[111,112], o que reforçou nossa hipótese de que a HSP65 secretada pelo probiótico estaria 

envolvida na proteção observada. De fato, observamos que camundongos deficientes de TLR2 

não foram protegidos contra o desenvolvimento de DM1 após administração de L. lactis-

HSP65 quando comparamos com o grupo WT. Na deficiência desse receptor, os 
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camundongos apresentaram maior hiperglicemia, encurtamento do cólon e maior 

porcentagem de ilhotas pancreáticas com insulite invasiva. Por outro lado, a deficiência de 

TLR4 não alterou a glicemia de jejum quando comparamos com o grupo WT durante a 

administração de L. lactis-HSP65. Em paralelo a esses dados, observamos que na deficiência 

de TLR2 a geração de cDC1 XCR1+ fica comprometida no LC, bem como a indução de 

Tregs, a expressão de PD-1 no LP e a produção de IL-10 no pâncreas. Esses dados em 

conjunto, nos mostra que de fato a proteção induzida por L. lactis-HSP65 é dependente de 

TLR2, pois esse receptor é importante para a indução desses efeitos tolerogênicos. De forma 

semelhante, Filippi e colaboradores mostraram que a sinalização de TLR2 melhora a 

imunorregulação no DM1 [232]. Neste estudo, os autores mostraram que a ativação de TLR2 

com um agonista sintético, o P3C, reduziu a incidência de DM1 em camundongos NOD. Em 

paralelo, o agonista de TLR2 aumentou a porcentagem de Tregs nos LP e no baço dos 

camundongos, e foi observado que o tratamento com P3C conferiu às Tregs a capacidade de 

diminuir a incidência de DM1 neste modelo. Além disso, as DCs dos linfonodos de 

camundongos que receberam P3C apresentam perfil tolerogênico e foram capazes de proteger 

contra DM1 após transferência adotiva, o que não ocorre com as DCs de camundongos que 

não receberam P3C [232]. Em conjunto, esses dados vão de encontro com o que observamos 

em nosso modelo, mas em nosso caso, a HSP65 seria o “agonista de TLR2” responsável por 

promover os efeitos imunorreguladores.  

A importância de TLR2 na indução de Tregs também já 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 produção de IL-10 no homogenato de cólon e para a indução de 

Tregs no baço e linfonodos mesentéricos dos animais com colite [156]. A dependência de 

TLR2 para proteção mediada por L. lactis-HSP65 também foi observada em modelo de artrite 

experimental [157].  

Com os dados descritos até o momento, associamos a deficiência sistêmica de TLR2 

com a redução de cDC1, mas ainda não podemos afirmar que é a deficiência nas DCs que 

compromete a proteção 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 após 24 horas de estímulo com rHSP65, a expressão 

gênica de Il10 e Irf8 foram comprometidas na deficiência de TLR2, sugerindo HSP65 utiliza 

TLR2 para indução do perfil tolerogênico de cDC1 nas BMDCs. A importância de TLR2 para 
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indução de Il10 e Irf8 já foi reportada em APCs [233,234]. Por citometria de fluxo, nós 

observamos que de fato na deficiência de TLR2, rHSP65 perde a capacidade de induzir cDC1 

in vitro, enquanto a diferenciação de cDC2 não foi alterada. Além disso, as BMDCs Tlr2-/- 

produzem menos IL-10 após estímulo com rHSP65 quando comparado às BMDCs WT. Esses 

dados corroboram os achados de Chamorro e colaboradores, que verificaram que DC 

tolerogênicas humanas estimuladas aumentam a expressão de TLR2 e adquirem o perfil 

regulador devido à produção de IL-10, que é dependente de TLR2 [235]. 

As DCs CD103+ na lâmina própria intestinal são condicionadas por fatores derivados 

de outras células ou provenientes da dieta, como ácido retinóico, 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 cólon via 

CCR9 e  controlam a inflamação intestinal ou ainda podem migrar para outros tecidos 

[202,236]. Partindo desse pressuposto, avaliamos se TLR2 e IL-10 são 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 prejuízo na geração de 

Treg após 24 horas de estímulo com rHSP65. Esse dado corrobora com os achados de Wang e 

colaboradores, que também observaram que a expressão de TLR2 nas BMDCs é importante 

para a indução de Treg após estímulo com um antígeno derivado de HSP60 de Schistosoma 

japonicum [237]. Por outro lado, nossos dados diferem dos obtidos por Nyirenda e 

colaboradores, que observaram que a estimulação com o P3C reduziu a função de Treg e 

induziu polarização de Th17 em amostras de pacientes com esclerose múltipla, sugerindo um 

efeito prejudicial após ativação de TLR2 [238]. 

Em conjuntos, nossos dados evidenciam que L. lactis-HSP65 melhora a hiperglicemia 

e reduz a incidência de DM1, induz expressão de genes associados à função de barreira 

intestinal e promove mecanismos de imunorregulação durante o DM1. Além disso, 

mostramos que o probiótico recombinante induz seus efeitos benéficos por meio de DCs 

tolerogênicas expressando TLR2. Esses dados reforçam que o uso de probióticos 

recombinantes pode ser uma estratégia terapêutica eficiente no controle de DM1.  
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6 CONCLUSÃO 

A HSP65 recombinante é capaz de induzir perfil tolerogênico em BMDC, e essas, 

expressando CD103, são eficientes na diferenciação de Treg in vitro. L. lactis expressando 

HSP65 administrado pela via oral reduz a hiperglicemia e a incidência de DM1, bem como 

aumenta a expressão de genes relacionados à função de barreira intestinal. Como mecanismo 

envolvido, demonstramos que a indução de cDC1 no LC, Tregs no LP e produção de IL-10 no 

pâncreas é parcialmente dependente de TLR2, cuja sinalização é essencial para a 

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

 

 

FIGURA 20. A indução de cDC1 TLR2+ é associada com a proteção contra DM1 mediada por L. lactis-

HSP65. Na mucosa intestinal, L. lactis secreta a HSP65, induzindo aumento de muco no cólon dos animais com 

DM1. Ainda no intestino, L. lactis-HSP65 induz aumento de TLR2 nas cDC1 XCR1+, e da liberação das 

citocinas TGF-β. No linfonodo cecal (LC), as cDC1 TLR2+, provavelmente carregando peptídeos derivados da 

HSP65, induzem diferenciação de Tregs PD-1+, que provavelmente migram para o linfonodo pancreático (LP), 

onde expressam LAP. No pâncreas, as Tregs são recrutadas liberam IL-10 e TGF-β, controlando a inflamação e 

reduzindo a insulite e hipergliecemia no DM1. 
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Figuras suplementares 

 

Fig. Supl. 1 

 

FIGURA SUPLEMENTAR 1. rHSP65 aquecida não é capaz de ativar BMDCs in vitro. BMDCs foram 

estimuladas com LPS (500 ng/ml) ou rHSP65 fervida ou não (12 µg/ml) por 24 horas para avaliação da 

intensidade média de fluorescência (MFI) de MHC-II (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 estão expressos como 

média ± EPM e são representativos de um experimento realizado (n = 4-5 poços por condição) e analisados pelo 

teste One-way ANOVA e Tukey no pós-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes 

quando p< 0,05. * vs meio, # vs rHSP65. 
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Fig. Supl. 2    

 

FIGURA SUPLEMENTAR 2. Representativos das estratégias de gate para sorting de DCs CD103+, 

CD103- e linfócitos Th0. Para separação das DCs, consideramos as células vivas, CD64-, CD11c+ MHC-II+ e 

CD103+ ou CD103- (A). Para separação dos linfócitos, primeiramente isolamos as células CD4+ de baço e 

linfonodos de camundongos C57Bl/6 utilizando beads magnéticas e obtivemos pureza de 65,4% de células CD3+ 

CD4+ CD62L+ antes da separação por citometria de fluxo (B, painel superior). No sorting celular utilizando 

citômetro, isolamos as células vivas, CD3+ CD4+ CD62L+, alcançando 99,9% de pureza após o sorting (B, painel 

inferior).  
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Fig. Supl. 3 

 

FIGURA SUPLEMENTAR 3. L. lactis aumenta cDC1 PD-L1+ no linfonodo cecal no modelo de DM1. 

Porcentagem de cDC1 PD-L1+ avaliada por citometria de fluxo no linfonodo cecal (A). Número absoluto de 

cDC1 PD-L1+ no linfonodo cecal (B). Intensidade média de fluorescência (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). Número absoluto de cDC2 PD-L1+ no linfonodo cecal (E). Intensidade média 

de fluorescência (MFI) de PD-L1 em cDC2 no linfonodo cecal determinada por citometria de fluxo (F). Os 

dados estão expressos como média ± EPM e são representativos de um experimento realizado (n = 4-5 animais 

por grupo) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pós-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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Fig. Supl. 4 

 

FIGURA SUPLEMENTAR 4. L. lactis-HSP65 não altera cDC1 no linfonodo cecal mas aumenta Tregs nos 

linfonodos pancreáticos de camundongos NOD. Contour plots representativos das populações cDC1 e cDC2 no 

linfonodo cecal avaliadas por citometria de fluxo (A). Porcentagem de cDC1 no linfonodo cecal (B). Número 

absoluto de cDC1 no linfonodo cecal (C). Porcentagem de cDC2 no linfonodo cecal (D). Número absoluto de 

cDC2 no linfonodo cecal (E). Contour plots representativos da porcentagem de Treg nos linfonodos pancreáticos 

avaliada por citometria de fluxo (F). Porcentagem de Tregs nos linfonodos pancreáticos (G). Número absoluto de 

Tregs nos linfonodos pancreáticos (H). Intensidade média de fluorescência (MFI) de PD-1 nas Tregs dos 

linfonodos pancreáticos (I). 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 pós-teste, sendo consideradas 

estatisticamente diferentes quando p< 0,05. * vs NOR, # vs NOD+ PBS. 

 

 



APÊNDICE A – FIGURAS SUPLEMENTARES | 111 

Fig. Supl. 5  

 

FIGURA SUPLEMENTAR 5. L. lactis aumenta a expressão de PD-1 em linfócitos T CD8+ no modelo de 

DM1. Intensidade média de fluorescência (MFI) de PD-1 em linfócitos T CD8+ no linfonodo cecal (A), nos 

linfonodos jejuno-ileais (B) e nos linfonodos pancreáticos (C), determinada por citometria de fluxo. Os dados 

estão expressos como média ± EPM e são representativos de um experimento realizado (n = 4-5 animais por 

grupo) e analisados pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pós-teste. Os dados foram considerados 

estatisticamente significantes quando p< 0,05. * vs VH, # vs STZ+PBS, & L. lactis selvagem vs L. lactis HSP65. 

 

Fig. Supl. 6 

 

FIGURA SUPLEMENTAR 6. A deficiência de TLR2 não altera o desenvolvimento de DM1 induzida por 

STZ. Time course da glicemia de jejum de camundongos WT e de deficientes de TLR2 durante indução de DM1 

com STZ (A). Glicemia de jejum no 15º dia após início da administração de STZ (B). Os dados estão expressos 

como média ± EPM e são representativos de um experimento realizado (n = 5-6 animais por grupo) e analisados 

pelo teste One-way ANOVA e Tukey no pós-teste. Os dados foram considerados estatisticamente significantes 

quando p< 0,05. * vs WT STZ. 
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Publicações obtidas durante o doutorado  
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 APÊNDICE C - PREMIAÇÕES  

• 3ª Melhor aula ministrada "Imunidade de mucosas" - XIV Curso de Inverno em 

Imunologia, FMRP USP (2022). 

 

• Bursary Award Winner - for participation in "Microbiome Interactions in Health and 

Disease", in Hinxton (United Kingdom), Wellcome Connecting Science Learning and 

training. Work presented: TLR2 is essential for induction of cDC1 and regulatory T 

cells in protection mediated by Lactococcus lactis expressing HSP65 in type 1 

diabetes” (2024).  
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