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Resumo 

 

Silva DV. Efeito da terapia oral combinada com probiótico, Hsp65 e aloantígenos 

do doador no transplante murino [Dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2016. 

 

 

Apesar do sucesso do transplante na clínica, os importantes efeitos adversos dos 

imunossupressores, usados para prevenir e tratar a rejeição, apontam para a necessidade 

de novas terapias imunorreguladoras.  A via oral tem sido efetiva na indução de 

imunorregulação, em diversos modelos experimentais, principalmente de doenças 

autoimunes. A Hsp60/65 é uma molécula com grande potencial imunoterapêutico, por 

sua capacidade de induzir respostas imunes pró-inflamatória e imunorreguladora. 

Testamos se a terapia oral com o probiótico Lactococcus lactis que expressa a Hsp65, 

combinada à administração de aloantígenos do doador (AloAg-doador), atua 

sinergicamente na indução de tolerância ao enxerto  de pele semialogeneico murino, ou 

no aumento de sua sobrevida. Testamos diferentes combinações de terapia oral, assim 

como a influência da utilização de um anti-inflamatório, inibidor seletivo de COX-2 

(celecoxibe). O transplante de pele foi realizado 10 dias após a última administração 

oral dos probióticos e aloantígenos do doador. Não observamos efeitos benéficos na 

sobrevida do enxerto no grupo de animais que receberam L.lactis que produz Hsp65, 

sozinho ou em combinação com AloAg-doador e/ou o anti-inflamatório. Em contraste, a 

terapia oral combinada com o probiótico L.lactis selvagem e AloAg-doador aumentou 

significativamente a sobrevida do enxerto (p=0,01), em comparação com o grupo não 

tratado. Nesse grupo que teve maior sobrevida do aloenxerto (L,lactis selvagem e 

AloAg-doador), também observamos maior quantidade de epitélio preservado (p=0,02) 

e maior  expressão de TGF-β  (p=0,04), no enxerto, em comparação com o grupo sem 

tratamento. Não observamos diferenças significativas na expressão, in situ, de FOXP3 e 

IL-17, que foi baixa em todos os grupos experimentais. Concluímos que a Hsp65 não 

induziu efeito imunorregulador capaz de prolongar a sobrevida do enxerto. No entanto, 

a manipulação da microbiota com a terapia combinada com o L.lactis selvagem e a 

exposição a antígenos do doador, previamente, ao transplante, induz mecanismos 

imunorreguladores capazes de controlar, mesmo que parcialmente, as respostas 



inflamatórias dirigidas ao aloenxerto de pele, provavelmente, com a participação de 

TGF-beta.  

 

Descritores: tolerância imunológica, transplante, microbiota, probióticos, Lactococcus 

lactis, proteínas de choque térmico,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Silva DV. Effect of combined oral therapy with probiotics, Hsp65 and donor 

alloantigens in murine skin transplantation [Dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 

 

Despite the success of clinical transplantation, the significant side effects induced by 

immunosupressants used to prevent and treat rejection, indicate the need for novel 

immunoregulatory therapies.  The oral route has been effective in inducing 

immunoregulation in several experimental models, mostly in pathological 

autoimmunity. Heat Shock protein 60/65 (Hsp) displays great immunotherapeutic 

potential due to its capacity to induce both pro-inflammatory and immunregulatory 

responses. We tested whether oral therapy with the probiotic Lactococcus lactis that 

expresses Hsp65, in combination with donor alloantigens (Donor-Allo-Ag), acted 

synergically, inducing immunotolerance or increasing graft survival, in a murine model 

of semiallogeneic skin transplantation. We tested different oral therapy combinations, as 

well as the association with a COX-2 selective nonsteroidal anti-inflammatory drug 

(celecoxib). Skin transplantation was performed 10 days after the last oral 

administration of probiotics and Donor-Allo-Ag. We observed no beneficial effect on 

graft survival in the group that received L.lactis that produce Hsp65, alone or in 

combination with Donor-Allo-Ag/and/or the anti-inflammatory drug. In contrast, 

combined oral therapy with wild type L.lactis and Donor-Allo-Ag significantly 

prolonged graft survival (p=0.01), in comparison to non-treated animals. In this 

prolonged-survival group (L.lactis and Donor-Allo-Ag), we also found higher extension 

of preserved epithelium (p=0.02) and higher expression of TGF-beta (p=0.04), within 

the graft, in comparison to non-treated animals. We found no significant differences in 

the intragraft expression of FOXP3 and IL-17, which was essentially absent or very low. 

We conclude that Hsp65 did not induce immunoregulatory effects capable of prolonging 

graft survival. However, the microbiota manipulation with the combined oral therapy 

with wild type L.lactis and Donor-Allo-Ag, prior to transplantation, induce 

immunoregulatory mechanisms capable of partially controlling the inflammatory 

responses to the graft, most likely involving the participation of TGF-beta. 



Descriptors: immune tolerance, transplantation, microbiota, probiotics, Lactococcus 

lactis, heat-shock proteins 
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1. Introdução 

 

Transplante 

O transplante é a alternativa mais importanteno tratamento de perda de função de 

órgãos (coração, fígado, pulmões, rins, pâncreas) e tecidos (medula óssea, córnea, 

ossos).  Apesar do sucesso do transplante na clínica, a rejeição ainda é um problema 

muito importante, principalmente a rejeição crônica, assim como o desfio de induzir 

tolerância na clínica continua.  

Os mecanismos de rejeição são desencadeados após o alorreconhecimento, que é 

a ativação dos linfócitos T frente ao reconhecimento de antígenos polimórficos do 

doador, principalmente as moléculas MHC (do inglês, Major Histocompatibility 

Complex, Complexo Principal de Histocompatibilidade) presentes na superfície das 

células do aloenxerto, pela interação molecular com o receptor de células T (TCR do 

inglês, T Cell Receptor) do receptor. 

 As moléculas MHC são compostas por um complexo de proteínas que têm a 

capacidade de apresentar antígenos, em forma de peptídeos. Os linfócitos T CD8
+
 

reconhecem moléculas MHC classe I presentes, constitutivamente, na superfície de 

todas as células nucleadas, apresentando antígenos próprios, mas também antígenos não 

próprios como, por exemplo, de patógenos intracelulares. Já os linfócitos T CD4
+
 

reconhecem moléculas MHC de classe II presentes, principalmente, nas células 

apresentadoras de antígenos profissionais (APC do inglês, Antigen Presenting Cells, 

células apresentadoras de antígenos), como as células dendríticas e os macrófagos que 

apresentam antígenos, principalmente, do meio extracelular. 
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O alorreconhceimento pode acontecer pela via direta, onde as células T do 

receptor reconhecem aloantígenos diretamente da superfície das APC do doador 

(Warrens et al., 1994). Na via indireta, o reconhecimento alogeneico se dá após o 

processamento de aloantígenos derivados do doador, pelas APC do receptor, e sua 

apresentação na forma de peptídeos dentro das moléculas MHC, para os receptores de 

linfócitos T (Lechler e Batchelor, 1982). Pode acontecer ainda, o alorreconhecimento 

pela via semidireta, onde os complexos MHC-peptídeos das células do doador são 

transferidos para a superfície das APCs ou dos linfócitos do receptor que, assim, passam 

a ativar outros linfócitos alorreativos (Herrera et al., 2004). 

 Os principais mecanismos efetores de rejeição são: citotoxicidade mediada por 

linfócitos CD4 e CD8, secretores de granzimas e perforinas, ou indutores de morte 

celular por apoptose (Robertson et al., 1996); hipersensibilidade tardia, mediada pela 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente por linfócitos T auxiliares; 

atuação de anticorpos fixadores de complemento, mediando lise celular, ou 

citotoxicidade dependente de anticorpo (Cai e Terasaki, 2005). Também há descrita a 

participação da IL-17, nas respostas inflamatórias, durante a rejeição de transplante 

renal humano (Van Kooten et al., 1998), bem com a participação das células Th17 na 

rejeição de aloenxerto cardíaco, em camundongos (Min et al., 2009; Itoh et al., 2010) e 

a supressão da expansão de células T reguladoras pela presença de IL-17 (Itoh et al., 

2011). 

 Atualmente, o tratamento da rejeição é feito com drogas imunossupressoras. 

Entretanto, além de suprimir a ação da resposta imune inflamatória contra o órgão 

transplantado, elas também suprimem respostas imunes de células efetoras importantes, 

causando maior suscetibilidade a infecções e ao desenvolvimento de câncer, além de 
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cardio e nefrotoxicidades (Bennett et al., 1994). Assim, é de grande importância 

desenvolver novas estratégias de manipulação do sistema imune, que diminuam o 

processo inflamatório e controlem os mecanismos efetores de rejeição ou mesmo que 

possam estimular mecanismos imunorreguladores endógenos e induzir tolerância 

imunológica ao enxerto. 

 

 Tolerância Imunológica 

A tolerância imunológica é um estado, no qual não há resposta inflamatória 

descontrolada dirigida a antígenos, sejam eles autólogos ou heterólogos, que levem a 

dano tecidual.  

Podemos observar diferentes contextos de tolerância imunológica. Aquela na 

qual não há agressão a tecidos próprios (tolerância imunológica ao próprio) (Klein et al., 

2014), aquela em que o sistema imune não agride tecidos alogeneicos (tolerância 

imunológica alogeneica); um exemplo fisiológico de tolerância alogeneica é a tolerância 

materno-fetal (Billington, 2003) e, na clínica, no contexto da tolerância operacional, 

quando não há rejeição do órgão transplantado após a parada do uso de drogas 

imunossupressoras (Roussey-Kesler et al., 2006). Também podemos chamar de 

tolerância imunológica a relação não deletéria entre o nosso sistema imune e a nossa 

microbiota e, não menos importante, também podemos qualificar como tolerância 

imunológica, aquelas respostas a antígenos ingeridos e inalados, quando não 

desenvolvemos reações inflamatórias descontroladas (tolerância oral) (Weiner et al., 

2011). 

 Pode-se dizer que a tolerância central inicia-se no timo, durante o processo de 

desenvolvimento e maturação de células T e que, ao final da sua maturação, sairão do 
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timo linfócitos com a habilidade de reconhecimento molecular do próprio e não próprio, 

além de, durante esse processo, serem geradas células T reguladoras que possuem a 

habilidade de suprimir respostas efetoras exacerbadas (Caramalho et al., 2015). 

No processo de maturação de linfócitos T, os precursores de células T, migram 

da medula óssea para o timo e, interagem com complexos MHC- peptídeo presentes nas 

células medulares epiteliais tímicas mTECs (do inglês, medullary thymic epitelial cells, 

células medulares epiteliais tímicas) que apresentam um repertório de peptídeos 

derivados de autoantígenos, inclusive autoantígenos tecido-específicos, cuja expressão é 

regulada, principalmente, pelo gene AIRE (do inglês, autoimune regulator) (Nagamine 

et al., 1997). Quando os timócitos, cujos receptores de células T (TCR) interagem com 

complexos MHC+peptídeos, com avidez intermediária, ocorre seleção positiva, e eles 

completam sua maturação, migrando, posteriormente, para os órgãos linfoides 

periféricos. Quando a interação é de avidez muito baixa, as células morrem por 

negligência, e quando a interação é de alta avidez, os timócitos, em geral, sofrem 

seleção negativa e morrem por apoptose (Caramalho et al., 2015). Entretanto, a despeito 

do robusto processo de seleção negativa (mais de 90% dos precursores de timócitos, em 

processo de maturação no timo, são deletados), parte do repertório de linfócitos T 

maduros escapam da seleção negativa e chegam à periferia (Bouneaud et al., 2000; 

Danke et al., 2004). As células T reguladoras tímicas (tTreg, CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
), que 

são geradas durante o processo de desenvolvimento e maturação dos linfócitos T, são 

selecionadas positivamente, a despeito de sua interação com os complexos 

MHC+peptídeos ser, geralmente, de alta avidez (Sakaguchi, 2004). Seu 

desenvolvimento depende de haver competição inter clonal durante a maturação, 
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sugerindo um programa populacional de desenvolvimento baseado em especificidade e 

dinâmica populacional (Bautista et. al., 2009; Leung et. al.,2009). 

Comumente chamadas de Tregs naturais, as Treg tímicas expressam as 

moléculas CD4, um co-receptor que atua, sinergicamente, com o TCR durante o 

reconhecimento de antígenos em mo léculas MHCII, e a molécula CD25, o receptor de 

alta afinidade da IL-2, e o fator de transcrição FOXP3 (do inglês, forkhead box P3) que 

controla a transcrição de diversas moléculas envolvidas na atividade supressora das 

Tregs (Fontenot et al., 2003). A atividade supressora de células Treg é mediada pela 

inibição de proliferação e da ação pró-inflamatória das células efetoras, tanto no contato 

célula-célula (Sakaguchi, 2006), quanto pela ação de citocinas imunorreguladoras como 

IL-10 e TGF-β (do inglês, transforming growth factor β, ou fator de crescimento 

transformador β) (Zheng et al., 2004). 

Apesar de a seleção tímica ser intensa quanto à eliminação de células 

autorreativas, parte dessas células autorreativas sai do timo e, embora uma pequena 

porcentagem dessas células sejam células T reguladoras tímicas, outras células 

autorreativas são potencialmente patogênicas. O controle dessas células se dá por 

mecanismos de tolerância periférica, que ocorrem nos órgãos linfoides secundários 

(linfonodos e baço), mas também, nos microambientes de outros tecidos e na interação 

com eles (Matzinger e Kamala, 2011). Conforme o indivíduo nasce, cresce e envelhece, 

ele passa por diversos desafios imunológicos, como infecções, contato com diversos 

antígenos, como os da alimentação, respiração e microbiota, e aloantígenos, quando 

recebe transfusão sanguínea, transplante ou na gravidez. 

Diversos mecanismos estão envolvidos na tolerância periférica, dentre eles 

incluem-se: modificação da atividade efetora de linfócitos T, com inibição da 
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proliferação e produção de citocinas anti-inflamatórias (Knoechel et al., 2006); deleção 

de células efetoras, seja por indução de apoptose seja por citotoxicidade mediada por 

perforina e granzima (Wells et al., 2001); ação de células dendríticas com perfil 

tolerogênico (Thomson e Robbins, 2008); ação de macrófagos M2 com perfil 

imunorregulador (Verreck et al., 2004); supressão mediada por diferentes tipos de 

células T reguladoras (Chen et al., 1994; Chen et al., 1995; Sakaguchi et al., 1995; 

Levings e Roncarolo, 2000; Weiner, 2001); atuação de subpopulação de linfócitos B 

com atividade reguladora (Mizoguchi e Bhan, 2006); e, bem provavelmente, também 

pela atuação de células tronco mesenquimais (MSC, do inglês, mesenchymal stem cells) 

que têm atividade imunorreguladora (Pittenger et al., 1999). 

Apesar de haver diferentes tipos celulares envolvidos nos mecanismos de 

tolerância periférica, as células T reguladoras paracem ter um papel crítico. Há diversos 

fenótipos de células Treg na periferia, como as tTreg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 que saíram do 

timo após a sua maturação, e diferentes tipo de Tregs  que são induzidas na periferia 

(iTreg), frente aos diferentes estímulos que ativam o sistema imune. As mais bem 

estudadas são as Tr1 produtoras, principalmente, de IL-10 (Levings e Roncarolo, 2000), 

as Th3, produtoras, principalmente, de TGF-β (Weiner, 2001) e, também foram 

descritas as células Treg que expressam LAP (do inglês, latency associated peptide, 

peptídeo latente associado), uma forma precursora de TGF-β associado à membrana 

(Miyazono et al., 1993) e que suprime a proliferação de células T efetoras CD4
+
CD25

-
 

(Nakamura et al., 2001). 

As células que expressam as moléculas CD4 e LAP foram descritas tanto com 

expressão de CD25 (Nakamura et al., 2001) quanto negativas para esta molécula (Oida 

et al., 2003). Foi observado que essas células secretam TGF-β que, por sua vez, pode 
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que inibir a ativação de células efetoras e induzir mudança de perfil perfil funcional de 

células apresentadoras de antígenos para um perfil imunorregulador. Sua atividade 

supressora, também, pode ser mediada pela ligação do TGF-β associado à membrana 

(LAP) ao receptor TGF-βR na célula alvo, por meio de contato célula-célula (Nakamura 

et al., 2001). Após a ligação de TGF-β com seu receptor, TGF-βR, são ativados sinais 

intracelulares que induzem a fosforilação de SMAD2 e SMAD3 fatores de transcrição 

envolvidos na regulação imune, como a supressão de células pró-inflamatórias 

(Takimoto et al., 2010).  

Algumas populações de células TCD8
+
 também foram descritas com perfil 

imunorregulador (Tang et al., 2005), como, por exemplo, a atividade supressora das 

células TCD8
+
CD28

- 
sobre a alorreatividade de células T efetoras, in vitro, (Liu et al., 

1998). Em humanos, também  foi descrito que uma subpopulação de timócitos 

CD8
+
CD25

+ 
tem atividade supressora sobre células T efetoras, dependente da expressão 

de CTLA-4 e TGF-β (Cosmi et al., 2003). Em modelo experimental de encefalomielite 

autoimune experimental EAE (do inglês, experimental autoimune encephalomyelitis), 

outra subpopulação identificada foi a TCD8
+
LAP

+
, com perfil imunorregulador, que 

produz TGF-β, sendo capaz de diminuir os efeitos da EAE induzida, pela ação TGF-β e 

IFNγ (Chen et al., 2009).  

Durante a alimentação, ingerimos uma diversidade de antígenos da dieta. Na 

maior parte dos microambientes do corpo, o sistema imune organiza uma resposta 

robusta envolvendo a eliminação desses antígenos estranhos. Entretanto, apesar de haver 

inflamação, o microambiente gastrointestinal é, predominantemente, imunorregulador. 

Assim, a exposição desses antígenos da alimentação não induz uma resposta 

inflamatória patológica. Podemos, então, chamar de tolerância oral, o fenômeno 
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imunológico decorrente da exposição de antígenos via oral, no qual o organismo não 

desenvolve resposta inflamatória patológica dirigida a esses antígenos (Weiner et al., 

2011).   

O contato dos antígenos presentes no intestino, com o tecido linfoide associado à 

mucosa, desencadeia uma ativação imunológica não inflamatória, principalmente com a 

participação de células T reguladoras, tanto tímicas (tTreg) quanto induzidas (iTreg) 

(Yamazaki e Morita, 2013), além da participação de diferentes tipos celulares residentes 

da mucosa intestinal e no tecido linfoide residente, com produção de citocinas 

predominantemente imunorreguladoras, como TGF-β e IL-10.  

A exposição de antígenos via oral, tem se mostrado um método efetivo no 

estímulo de mecanismos imunorreguladores periféricos importantes, em diferentes 

modelos experimentais (Weiner et al., 2011). Assim, parece promissor desenvolver 

protocolos para indução de tolerância, em casos de quebra de tolerância ou em casos nos 

quais a indução de tolerância seja importante, como por exemplo, em doenças 

autoimunes e nos transplantes, respectivamente. 

Na utilização de antígenos pela via oral para indução de tolerância, é descrito 

que a dose de antígenos administrada é importante na indução de distintos perfis de 

resposta imunorreguladora. Em geral, a administração de altas doses de antígenos (por 

volta de 5mg em dias alternados ou 20mg/dose única) induz um perfil imunológico com 

deleção de células efetoras e mudança de perfil funcional, com inibição da proliferação 

e ausência da produção de IL-2 (Friedman e Weiner, 1994; Chen et al., 1995; Van 

Houten e Blake, 1996). Quando administradas baixas doses de antígenos (por volta de 

1mg/ml 5 doses) a resposta imunorreguladora é mediada, principalmente, por células 

reguladoras e produção de citocinas imunorreguladoras (Chen et al., 1994; Friedman e 
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Weiner, 1994; Chen et al., 1995). Doses baixas e contínuas de OVA via oral, por 

exemplo, foram capazes de suprimir a produção de IL-2 e IFN-γ e aumentar a produção 

de IL-10 e TGF-β, in vitro, em células esplênicas de animais OVA-TCR transgênicos 

(Faria et al., 2003). Foi observado também que a administração de proteína básica de 

mielina, MBP (do inglês, myelin basic protein), em doses baixas e contínuas, via oral, 

suprime a indução de EAE em camundongos, mediada pelo aumento da produção de IL-

10 e TGF-β (Faria et al., 2003). 

A indução de tolerância via oral tem sido efetiva em vários contextos 

experimentais. No modelo experimental de EAE, foi observado que a administração oral 

de MBP induziu uma atividade imunorreguladora, mediada por células Treg CD4
+
, com 

especificidade à MBP, e aumento de citocinas imunorreguladoras, IL-10 e IL-4 (Chen et 

al., 1994). Ainda no modelo de EAE, a administração oral de um lactococcus 

recombinante que produz a Hsp65, preveniu o desenvolvimento do EAE, sendo o efeito 

associado à redução de IL-17 e aumento da produção de IL-10, além do aumento do 

número de células Treg CD4
+
Foxp3

+
 e Treg CD4

+
LAP

+ 
(Rezende et al., 2013). Neste 

modelo, a depleção de células LAP
+
 eliminou o efeito benéfico da administração 

L.lactis produtor de Hsp65 no modelo de EAE, mostrando o seu papel crítico nos 

mecanismos imunorreguladores. 

Em um modelo murino de artrite, observou-se supressão na indução da doença, 

após a administração oral de colágeno tipo II, um autoantígeno presente na cartilagem, 

antes da indução da doença, induzida pela administração de colágeno tipo II com 

adjuvante (Nagler-Anderson et al., 1986). Em modelo experimental de diabetes, a 

administração oral de insulina humana ou peptídeos da cadeia β da insulina foi eficaz na 
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inibição do diabetes em camundongos NOD (do inglês, Non-obese diabetic, diabéticos 

não obesos) (Maron et al., 2001).  

Em outro diferente exemplo de indução de tolerância via oral, no modelo de 

colite experimental, observou-se que a administração oral de HCP (do inglês, 

haptenized colonic proteins, proteínas do cólon conjugados a haptenos) foi capaz de 

suprimir a habilidade do TNBS (do inglês, haptenizing reagente 2,4,6-trinitrobenzene 

sulfonic acid, reagente de ácido sulfônico 2,4,6-trinitrobenzeno conjugado a hapteno) de 

induzir colite, e foi sugerido que a supressão era mediada pela geração de células T 

produtoras de TGF-β e citocinas do perfil Th2 na mucosa (Neurath et al., 1996). Em 

outro estudo, as células T com o fenótipo CD4
+
CD25

-
LAP

+
 foram capazes de suprimir a 

indução de colite experimental, por meio de secreção de TGF-β, e o bloqueio, in vivo, 

do TGF-β elimina o efeito supressor, mostrando que o efeito supressor das células Treg 

CD4
+
CD25

-
LAP

+ 
era dependente dessa citocina (Oida et al., 2003). 

Todos esses trabalhos mostram que a exposição de antígenos via oral, com o 

objetivo de induzir mecanismos imunorreguladores, foi efetiva em diferentes contextos 

de inflamação e doenças autoimunes. Entretanto, há poucos dados de indução de 

tolerância, via oral, no contexto de transplantes.  

Em modelo experimental de transplante de coração, observou-se inibição de 

respostas inflamatórias ao aloenxerto, com protocolo de indução de tolerância via oral, 

administrando-se esplenócitos de ratos Lewis (LEW, RT-11) doadores, para ratos 

Brown Norway (BN, RT-1n) receptores de transplante, associada com a diminuição de 

IL-2 e IFN-ү e com concentrações elevadas de IL-4 e IL-10 em sobrenadantes de reação 

mista de linfócitos (MLR, do inglês mixed lymphocyte reaction) (Ishido et al., 1999). 

Ainda em modelo experimental de transplante, foi observado que a prévia 
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administração, via oral, de colágeno tipo V para receptores de aloenxerto pulmonar, 

reduziu a resposta aos antígenos do doador com maior produção sistêmica de TGF-β 

(Yasufuku et al., 2001).  

Há também, dados em modelos experimentais com desenvolvimento de GVHD 

(do inglês, graft versus host disease, doença do enxerto contra o hospedeiro) que, após a 

administração oral de extrato de aloproteínas  do receptor para o doador, melhorou a 

inflamação caracterizada como GVHD, causada no receptor, após a infusão de 

esplenócitos do doador tolerizado, (Nagler et al., 2000). Este mesmo grupo também 

observou que, a administração oral de antígenos do doador (C57BL/6) para o receptor 

(F1- Balb/c x C57BL/6), induziu melhora das manifestações clínicas e patológicas no 

fígado, intestino delgado e pele do receptor, após o transplante de células tronco 

hematopoiéticas semialogeneicas, no modelo de GVHD (Nagler et al., 2003). 

Recentemente, foi observado, também em modelo de GVHD, que o tratamento via oral 

com a combinação de aloantígenos do receptor e probióticos (L.lactis) para doadores, 

melhorou as manifestações clínicas e alterações patológicas, induzindo 100% de 

sobrevida dos receptores e imunocompetência preservada (Mercadante et al., 2014). 

Estes estudos indicam que indução de tolerância, via oral, pode ser efetiva no contexto 

de transplantes, no entanto, como já mencionado, poucos são os estudos nesse contexto.  

 

Mucosa intestinal e Microbiota 

A mucosa intestinal é a maior porta de entrada de antígenos, sendo composta por 

uma rica diversidade de componetes do sistema imune. Na mucosa intestinal, está 

presente um tecido linfóide, o GALT (do inglês, Gut Associated Lymphoid Tissue) 

composto por tecidos linfóides especializados, como lâmina própria (LP), sítios 
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linfóides secundários que compreendem os linfonodos mestéricos (mLNs) (do inglês, 

mesenteric lymph nodes), a Placa de Peyer (PP), além de folículos linfóides isolados e a 

placa de cripitas ou “cryptopatches” (Hamada et al., 2002).  

Estamos expostos, diariamente, a uma infinidade de antígenos, derivados da 

dieta e da microbiota. A mucosa intestinal possui diferentes mecanismos de interação 

com esses estímulos, permitindo a manutenção da homeostase (Macdonald e 

Monteleone, 2005). O primeiro mecanismo é uma barreira física composta, na parte 

mais externa junto ao lúmen intestinal, pela microbiota que compete por espaço com os 

microrganismos potencialmente patogênicos, e há uma camada de muco produzido 

pelas células caliciformes, formando uma camada entre o lumen e o epitélio. Na camada 

do muco, encontram-se peptídeos antimicrobianos e anticorpos, em sua maioria IgA, 

que atuam na eliminação, bloqueio e sinalização de patógenos e, por último, a camada 

de células epiteliais (Macdonald e Monteleone, 2005). 

Na camada epitelial, encontram-se as células M, que são especializadas no 

transporte de bactérias e antígenos do lúmen intestinal para o folículo associado ao 

epitélio (Owen, 1999). As células dendríticas e macrófagos residentes do GALT 

também têm a capacidade de passar entre as proteínas de junção, ou junções apertadas 

(do inglês, tight junctions) e transportar bactérias e antígenos do lúmen intestinal para o 

tecido linfoide, sem causar danos às células epiteliais, além de serem potentes células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (Rescigno et al., 2001).  

O transporte, o processamento e apresentação de antígenos do lúmen intestinal 

para o tecido linfóide associado ao intestino, desencadeiam a ativação de células 

residentes que participam da organização de uma resposta imune, seja na eliminação de 

antígenos e patógenos, ativando células TCD4
+
 TCD8

+
, seja numa resposta de tolerância 
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a antígenos da dieta e ou à microbiota, induzindo células reguladoras e produção de 

citocinas imunorreguladoras (Stagg et al., 2003). A tolerância periférica, principalmente 

a tolerância oral, está intimamente relacionada com a interação simbiótica da mucosa 

intestinal, e seus componentes imunológicos, com a microbiota intestinal (Weiner et al., 

2011). 

A microbiota é um conjunto de microrganismos não patogênicos que possuem 

uma relação de simbiose com seu hospedeiro. Na mucosa intestinal, a microbiota está 

envolvida na manutenção da homeostase, evitando a colonização por microrganismos 

patogênicos, atuando no metabolismo de compostos químicos, produzindo nutrientes, ao 

mesmo tempo em que participa no desenvolvimento da arquitetura intestinal e interage 

com componentes do sistema imune na mucosa, promovendo a indução de um 

microambiente tolerogênico (Korecka e Arulampalam, 2012). 

Tem sido relatado haver uma relação entre o repertório de microrganismos da 

microbiota intestinal e o estado de saúde ou doença do indivíduo, indicando que 

distúrbios da microbiota intestinal podem acarretar em quebra de equilíbrio no sistema 

imune e desencadear doenças inflamatórias do intestino (Round e Mazmanian, 2009). 

Ademais, a microbiota parece também ter importância na geração de células T 

reguladoras, uma vez que camundongos germ-free, desprovidos de microrganismos 

intestinais, apresentam menores números de células Treg CD4
+
Foxp3

+
 e menor 

produção de IL-10, em comparação com animais monocolonizados com a bactéria 

comensal B. fraglis (Round e Mazmanian, 2010). Isto indica que a presença de 

componentes da microbiota intestinal tem a capacidade de estimular ou induzir células 

T reguladoras. 
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Como a microbiota intestinal é composta por uma variedade de bactérias não 

patogênicas, o potencial dessas bactérias para aplicações terapêuticas tem sido alvo de 

muitos estudos. Um exemplo é o uso dos Lactococcus lactis, já descritos como vetores 

vivos para a entrega de genes, drogas terapêuticas e proteínas (Bermúdez-Humarán et 

al., 2011). 

 

Lactococcus Lactis 

O Lactococcus lactis é uma bactéria ácido láctica (LAB, do inglês, lactic acid 

bacteria) gram-positiva, considerada segura (GRAS – Generally Recognized As Safe) 

(Adams e Marteau, 1995) e amplamente utilizada para a produção de alimentos 

fermentados.  

Em estudos de engenharia genética com o Lactococcus lactis, foi possível 

promover a produção de diferentes proteínas, apontando um potencial terapêutico 

(Bermúdez-Humarán, 2009). Dentro desta visão, nossos colaboradores desenvolveram 

um sistema de indução de expressão de proteínas por Lactococcus lactis NCDO2118, 

utilizando-se um promotor ativado por xilose (Miyoshi et al., 2004), visando a 

aplicações terapêuticas. 

Em estudos clínicos de fase I, utilizaram-se Lactococcus lactis, geneticamente 

modificados para produzir IL-10, e trataram pacientes com doença de Crohn, havendo 

melhora da doença, e apenas pequenos eventos adversos, indicando ser uma abordagem 

segura (Braat et al., 2006). Este estudo abriu novos horizontes para a utilização de 

bactérias geneticamente modificadas, como vetores vivos. Entretanto, ainda não está 

bem claro qual o destino específico das bactérias nas mucosas, após a sua  

administração por via oral. Também não está bem elucidado qual o impacto na 
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sobrevivência dessas bactérias, quais os estímulos imunorreguladores induzidos neste 

período de sobrevida, assim como, se a dosagem de bactérias administrada influencia na 

tolerância imunológica almejada, após a expressão de antígenos introduzidos. 

A administração de moléculas terapêuticas por meio da mucosa, para a indução 

de tolerância imunológica, parece oferecer importantes vantagens, como a possibilidade 

de maior controle de eventuais efeitos colaterais dessas moléculas e, também, a 

possibilidade de modulação da resposta imune inflamatória, não apenas localmente nas 

mucosas, mas também sistematicamente (Bermúdez-Humarán, 2009). Neste contexto, a 

Hsp60 (do inglês, Heat Shock Protein 60) humana, por ser uma molécula que possui 

atividades tanto pró-inflamatória quanto imunorreguladora, é promissora candidata para 

indução de imunorregulação pela via oral. 

 

Proteína de Choque Térmico 

As proteínas de choque térmico, ou Hsps, pertencem a uma grande família de 

proteínas auxiliares, também chamadas de chaperonas, que se ligam e estabilizam 

proteínas em fase de síntese, quando instáveis, e auxiliam na sua estruturação, 

dobramento e transporte. Também são chamadas de proteínas de estresse pois protegem 

as células quando há um “estresse celular” como, por exemplo, altas temperaturas, 

desidratação e outros (Hendrick e Hartl, 1993). São proteínas altamente conservadas, 

evolutivamente, e também importantes nos processos iniciais de formação e manutenção 

de um organismo (Ritossa, 1964).  

Além de atuar no auxílio e manutenção dos processos celulares, as Hsps são 

antígenos imunodominantes (Cohen e Young, 1991); participam tanto em respostas 



16 
 

imunes inflamatórias (Moseley, 1998), como em respostas imunorreguladoras (Coelho e 

Faria, 2011). 

Quando há estresse celular como, por exemplo, uma infecção associada com 

dano celular, há liberação de componentes intracelulares e alguns desses componentes, 

incluindo as Hsps, podem atuar como padrões moleculares associados ao perigo, 

(DAMPs do inglês, damage associated molecular patterns), sinalizando que há algo de 

errado e promovendo respostas inflamatórias (Rubartelli e Lotze, 2007). 

 Tanto a Hsp60 quanto a Hsp70 humana  podem se ligar, in vitro, ao CD14 nos 

monócitos, um co-receptor que atua, principalmente, em conjunto com TLR-4, no 

reconhecimento de LPS (do inglês, Lipopolysaccharides, lipopolissacarídeo de 

bactérias), levando a um aumento o fluxo de cálcio, ativando o fator de transcrição NF-

κB que regula a produção de citocinas pró-inflamatórias, aumentando, assim, a 

produção de TNF-α, IL-1β e IL-6 (Kol et al., 2000). Neste mesmo trabalho, foi 

observado que, em cultura de macrófagos humanos e camundongos, estimulados com 

Hsp60 humana, há produção imediata de TNF-α (Asea et al., 2000). Em outro trabalho, 

a Hsp60 humana também induziu a produção de IL-12 e IL-15, caracterizadas como 

citocinas de perfil Th1 (Chen et al., 1999). Observou-se, também, que a estimulação, in 

vitro, de células dendríticas (DC) derivadas da medula de camundongos, com Hsp60, 

induz a maturação dessas células, além de induzir um perfil de resposta Th1 com 

produção de TNF- α, IL-12, and IL-1 β (Flohé et al., 2003). No entanto, muito foi 

discutido sobre a contaminação das Hsps recombinantes com lipopolissacarídeos 

bacterianos (LPS), nos ensaios in vitro, uma vez que, mesmo em concentrações muito 

baixas, pode influenciar a produção de citocinas e atividade funcional das células 
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imunes (Henderson et al., 2010). Assim, o efeito pró-inflamatório das Hsps induzidas in 

vitro, com proteínas recombinantes precisa ser considerado com reservas.  

Por outro lado, as Hsps também podem exercer papel imunorregulador. A Hsp60 

e seus peptídeos, por exemplo, têm sido usados em modelos experimentais para a 

indução de imunorregulação. Já foi observado que após a administração do peptídeo P-

277 da região C-terminal da Hsp60, em modelo experimental de diabetes tipo 1, houve 

melhora da doença, com diminuição da hiperglicemia (Birk et al., 1996). Mais 

recentemente, em ensaios clínicos de fase III, o peptídeo da região C-terminal da Hsp60 

(Diapep 277) foi bem sucedido para tratar pacientes de diabetes tipo 1 autoimune, 

gerando grandes expectativas sobre o potencial imunorregulador de peptídeos da Hsp60 

na clínica (Raz et al., 2014). Em outro contexto de autoimunidade patológica, a 

administração de Hsp65 de micobactérias, em camundongos transgênicos deficientes de 

receptor de LDL (do inglês, Low-density lipoprotein, lipoproteína de baixa densidade) 

reduziu a inflamação associada à aterosclerose, com diminuição da placa aórtica e um 

menor número de células T CD4+ e macrófagos, assim como de IFN-γ, junto com 

aumento de IL-10, indicando efeito imunorregulador in vivo (Maron et al., 2002). 

Nosso grupo vem investigando a atividade imunorreguladora da Hsp60 e seus 

peptídeos. Há alguns anos, observamos resposta imune, tanto predominantemente 

imunorreguladora (REGULA) quanto pró-inflamatória (INFLAMA), dirigida a 

peptídeos de diferentes regiões da Hsp60, em três linhagens de camundongos, com 

produção de IFNγ e IL-10 (Luna et al., 2007). Identificamos, também peptídeos da 

Hsp60 que induzem respostas imunes predominantemente imunorreguladoras, na 

interação com células mononucleares de sangue periférico humano (Martello, 2009) 
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esplenócitos murinos (Guembes, 2010) (esses trabalhos aguardam submissão de patente 

para publicação). Esses peptídeos são candidatos promissores para o uso terapêutico. 

No contexto do transplante renal humano, nosso grupo observou um perfil 

funcional distinto da autorreatividade celular à Hsp60 humana, sendo a resposta 

proliferativa no período pré-transplante, predominantemente inflamatória, associada ao 

desenvolvimento de rejeição no período precoce (< 1 ano) do transplante e, um perfil 

predominantemente imunorregulador no período tardio (> 1 ano), associado à ausência 

de rejeição (Granja et al., 2004). Esses dados sugerem que as células autorreativas à 

Hsp60, no transplante humano, são células com atividade predominantemente pró-

inflamatória, precocemente, mas que seu perfil funcional muda para um perfil 

imunorregulador em períodos tardios do transplante. Em outro trabalho, observamos um 

perfil da autorreatividade a peptídeos da Hsp60 de células mononucleares de sangue, 

predominantemente imunorregulador, com indução de IL-10, no período tardio do 

transplante renal, sugerindo que as células T autorreativas à Hsp60, neste contexto, são 

células com atividade imunorreguladora (Caldas et al., 2004).  

Em modelo de transplante de pele murino, com disparidade de antígenos 

secundários, observamos um aumento da sobrevida dos enxertos, após tratamento 

intranasal com um peptídeo de Hsp60 (P277) encapsulado (Luna et al., 2007) apontando 

o potencial terapêutico de peptídeos da Hsp60 pela via das mucosas. Esses dados 

indicam que a Hsp60 e seus peptídeos têm um potencial terapêutico promissor. 

Entretanto, apesar do nosso grupo ter conseguido aumentar a sobrevida de aloenxertos 

de camundongos com a Hsp60, ainda não conseguimos induzir tolerância a aloenxertos 

nos nossos modelos experimentais. Foi observado, por outro grupo, que o pré-
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tratamento com Hsp60, de camundongos submetidos a alotransplante de pele, induziu 

tolerância ao transplante de pele (Birk et al., 1999), mas não foi reproduzido. 

Recentemente, foi demonstrado que a combinação das propriedades anti-

inflamatórias de bactérias láticas como o Lactococcus lactis e a administração oral de 

Hsp65 derivada de Mycobacterium leprae tem efeitos imunomoduladores em modelos 

experimentais de doenças autoimunes. A administração da bactéria recombinante, 

Lactococcus lactis produtora de Hsp65, resultou na prevenção da encefalomielite 

autoimune experimental (EAE) e esse efeito mostrou-se dependente de células T 

reguladoras CD4+LAP+ (Rezende et al., 2013). 

Em conjunto, estes estudos indicam que as Hsp60 e seus peptídeos têm um 

grande potencial para a indução de tolerância, promovendo a produção de citocinas com 

perfil predominantemente regulador, aumentando o potencial imunorregulador de 

células do sistema imune. Levantamos a hipótese de que, a combinação das atividades 

tolerogênicas da Hsp65, expressa por um probiótico (Lactococcus lactis) capaz de atuar 

como um adjuvante tolerôgenico na tolerância oral (Mercadante et al, 2014), a via oral 

de administração, e a prévia exposição oral a aloantígenos do doador, estimule 

sinergicamente, mecanismos imunorreguladores periféricos, diminuindo o processo 

inflamatório dirigido ao aloenxerto e aumente a sua sobrevida, ou mesmo induza 

tolerância.  
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2. Objetivos 

 

Objetivo Geral 

Testar se as atividades imunológicas da Hsp65, em combinação com o 

probiótico Lactococcus lactis e a exposição a aloantígenos do doador, via mucosa oral, 

atuam sinergicamente, induzindo aumento da sobrevida do aloenxerto ou tolerância, no 

transplante de pele murino.  

Objetivos Específicos 

Testar se o uso de anti-inflamatório diminui o processo inflamatório inicial do 

transplante e favorece a evolução do aloenxerto, auxiliando a terapia combinada de 

probióticos e/ou aloantígenos. 

Determinar potenciais mecanismos envolvidos, quando houver aumento na 

sobrevida do enxerto. 
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3. Métodos 

 

3.1. Delineamento Experimental 

 

 

AloAg 

(n=3) 

L.lactis Hsp65 (n=6) 

L.lactis WT (n=7) 

AloAg + L.lactis Hsp65 (n=6) 

AloAg +L.lactis WT (n=6) 

CTR 

(n=9) 

AloAg + 

Celecoxibe (n=7) 

L.lactis Hsp65 + Celecoxibe (n=7) 

L.lactis WT + Celecoxibe (n=6) 

AloAg + L.lactis Hsp65 + Celecoxibe  (n=7) 

AloAg + L.lactis WT + Celecoxibe (n=7) 

Celecoxibe 

(n=6) 

Crescimento 

L.Lactis Hsp65 / L.lactis WT 

               Administração 

L.Lactis Hsp65 / L.lactis WT 

Administração  

 Meio de Cultura 

Extração  

Proteínas alogeneicas              

Administração extrato 

alontígenos  (50µ/dia) 

HE  

(Eosina/Hematoxilina) 

Classificação da 

rejeição 

Imunohistoquimica 

Foxp3, TGF-β e IL17 

Eutanásia após perda 

≥70% tamanho inicial do 

enxerto. 

Transplante de pele 

semialogeneico 

F1 (Balb/c x B6) → Balbc 

Enxerto 

Análise histopatologica 

Análise da mediana de 

sobrevida dos enxertos 
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3.2. Local de desenvolvimento 

O presente trabalho teve a colaboração do grupo da Prof.ª Dra. Ana M. C. Faria 

da Universidade Federal de Minas Geral (UFMG) e integrante do Instituto de 

investigação em Imunologia iii-INCT. Em seu laboratório (Laboratório de Bioquímica e 

Imunologia) foram realizados todos os procedimentos experimentais, in vivo, do 

trabalho. Experimentos com material coletado, em formol, e análises, foram realizadas 

Laboratório de Imunologia do Instituto do Coração (InCor) LIM19. 

3.3. Origem das cepas L.lactis WT e L.lactis Hsp65 

 As cepas utilizadas no presente trabalho foram cedidas pelo Prof. Dr. Anderson 

Miyoshi do Laboratório de Tecnologia Genética (TecnoGen) da UFMG, responsável 

pela  confecção da cepa recombinante de L.lactis NCDO 2118 (de Azevedo, Rocha et 

al. 2012) que secreta Hsp65 de M. leprae, por meio de um plasmídeo que usa um 

sistema de indução de expressão por xilose (Figura 1A). A  análise da produção de 

Hsp65 extracelular foi verificada (Figura 1B).  

 

Figura 1. Representação esquemática do plamídeo que expressa Hsp65 e sua expressão. A) Plasmídeo com gene 

que expressa Hsp65 induzido por um promotor ativado por xilose. PxylT: promotor induzível por xilose; 

RBSUsp45= local de ligação ao ribossoma de Usp45; rHsp65= sequência recombinante da hsp65 de Mycobacterium 

leprae; Cm= resistência ao cloranfenicol; SP= sinal de peptídeo; repA e repC= origem da replicação; e EcoRI NsiI= 

enzimas de restrição. B) Produção de Hsp65 recombinante (rHsp65). Extrato de proteína não induzida (Glu) e 

induzido com xilose (Xyl) da cultura de L.lactis NCDO2118(SEC:hsp65 - expressão no sobrenadante) análise das 

bactérias (C) e do sobrenadante (S) na fase estacionária (OD.600 = 2.0) analisado por Western blotting usando-se um 

anticorpo anti-Hsp65 (De Azevedo et al., 2012). 
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3.4. Condições de crescimento das bactérias 

 A cepa selvagem (L.lactis WT) e a cepa recombinante (L.lactis Hsp65) foram 

cultivadas em meio M17 (Difico) suplementado com glicose 0,5% ou 1% de xilose e 

10mg/ml de cloranfenicol (Sigma), quando cultivada a cepa recombinante, em estufa, a 

30 °C. 

3.5. Produção dos L.lactis WT e L.lactis Hsp65, indução de expressão de Hsp65 por 

Xilose e administração 

Ambas as cepas passaram por duas etapas de crescimento, sendo a primeira etapa 

comum ao L.lactis WT (selvagem) e ao L.lactis Hsp65 (recombinante). Nessa etapa, 

crescemos L.lactis WT e L.lactis Hsp65 em meio M17 caldo, suplementado 0,5% de glicose, 

durante 24h, em estufa a 30°C.  

Na segunda etapa, para a cepa de L.lactis WT, repetimos o procedimento anterior, 

colocando o inóculo crescido em diluição de 1:10 no meio M17 caldo, suplementado com 

0,5 % de glicose, por 18h em estufa a 30°C. Para a cepa de L.lactis Hsp65, induzimos a 

expressão e produção de Hsp65 de M. leprae, colocando a cepa crescida anteriormente, em 

uma diluição de 1:10 em meio M17 caldo,  substituindo a glicose, por 1% de xilose, com 

cloranfenicol, à concentração de 10µg/ml, durante 18h, em estufa a 30°C. 

No terceiro dia, após 18h em estufa, confirmamos a densidade óptica de 2.0 em 

espectrofotômetro (600nm) que corresponde a aproximadamente, 2,5 x 10
8
 de bactérias, 

e administramos em quantidade de 5ml/animal em substituição à água. 

3.6. Animais 

Para os transplantes alogeneicos, utilizamos camundongos machos 6-8 semanas, F1 

das linhagens (Balb/c x C57BL/6) como doadores e camundongos machos da linhagem 

Balb/c, como receptores. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade 
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Federal de Minas Gerais, mantidos em microisoladores estéreis e alimentados com ração e 

água autoclavadas. Todas as manipulações foram feitas em condições de esterilidade, em 

fluxo laminar, realizados de acordo com as normas de bioética aprovadas pela Comissão de 

ética no uso de animais (CEUA/UFMG) da Universidade Federal de Minas Gerais protocolo 

nº 2017/2014 e, também, pela Comissão de Ética no uso de animais da FMUSP 

(CEUA/FMUSP) sob o protocolo nº.080/15. 

3.7. Obtenção do extrato proteico de células alogeneicas 

Para a produção do extrato de células alogeneicas, foram utilizados entre 15 a 20 

C57BL/6 machos ou fêmeas. Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical 

e seus baços extraídos e dissociados, mecanicamente, em PBS (Phosphate-Buffered Saline - 

NaH2PO4 anidro 1,9mM; Na2HPO4 anidro 8,1mM; NaCl 154mM; pH 7,4) gelado, para 

obtenção das células alogeneicas. A suspensão celular foi passada em filtros com poros de 

0,4µM e submetida ao processo de lise das hemácias, por osmose. No procedimento de lise 

das hemácias, foram adicionados 9 ml de água destilada 10
8
 células e, logo em seguida, 1 ml 

de PBS10x. A suspensão de células foi, então, centrifugada a 450g por 5 minutos e, o 

sobrenadante descartado. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 2 ml de PBS 

gelado. A suspensão celular, livre de hemácias, foi submetida ao processo de lise celular 

total, que compreende de 5 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento 

em água fervente. Terminados os ciclos, a solução foi fervida por 15 minutos para inativação 

das proteases. Após a centrifugação do material lisado a 1000g por 30 minutos a 4°C,  a 

fração solúvel foi obtida. A quantificação das proteínas totais [1mg/ml] foi realizada pelo 

método de Lowry  (Lowry et al., 1951). 
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3.8. Transplante 

O procedimento foi realizado em adaptação àquele descrito por Billingham e 

Medawar (Billingham e Medawar, 1953), em condições estéreis. Foram retirados fragmentos 

de pele com cerca de 1,3cm
2
 da cauda de camundongos Balb/c, para os transplantes 

singeneicos e, para transplantes alogênicos, de camundongos  F1 (Balb/c x C57BL/6). Estes 

fragmentos foram lavados em solução salina a 0,9%, sob assepsia, e os enxertos foram 

implantados no dorso de camundongos receptores Balbc/c, após a retirada de um fragmento 

de pele de tamanho similar ao do transplante. A região que recebeu o enxerto foi recoberta 

com papel celofane, curativo adesivo (Band-aind), e envolta em esparadrapo, sendo todos 

retirados após sete dias do transplante.  

Em alguns grupos, foram administradas 6 doses alternadas de inibidor de Cox2 

(Celecoxibe) via intraperitoneal. Como indicado abaixo, foram feitas observação e medição 

diárias do enxerto até o momento da rejeição, determinada pela perda de ≥70% da área do 

enxerto, associada à presença de um ou mais dos critérios macroscópicos, conforme 

descritos por nosso grupo (Marrero et al., 2005). 

3.9. Protocolo # 1: Administração oral de L.lactis Hsp65 e L.lactis WT: transplante 

de pele semialogeneico com ou sem celecoxibe. 

Camundongos receptores de transplante receberam aproximadamente a quantidade de 

5 ml/animal, L.lactis Hsp65 ou L.lactis WT durante quatro dias, em substituição à água 

livremente. Após 10 dias da última administração dos lactococcus, foi realizado o 

transplante de pele alogeneico, como descrito no item 3.8. Dividimos em grupos que 

receberam seis doses de 30mg/Kg de Celecoxibe via intraperitoneal, em dias alternados a 

partir do dia zero, e grupos que receberam seis doses de salina 0,9%, via intraperitoneal a 

partir do dia  (Figura 2). 
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Figura 2. Protocolo # 1 - Administração oral de L.lactis Hsp65 ou L.lactis WT com e sem inibidor de cox-2 

(Celecoxibe). CTR: animais que receberam apenas meio de cultura; Celecoxibe: animais que receberam meio de cultura e 

Celcoxibe (30mg/Kg) via intraperitoneal; L.lacits Hsp65: animais que receberam L.lactis Hsp65, durante quatro dias em 

substituição à água; L.lactis WT: animais que receberam L.lactis WT, durante quatro dias em substituição à água; L.lacits 

Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam L.lactis Hsp65, durante quatro dias em substituição à água e celcoxibe 

(30mg/Kg) via intraperitoneal; L.lactis WT + Celecoxibe: animais que receberam L.lactis WT, durante quatro dias em 

substituição à água e Celcoxibe (30mg/Kg) via intraperitoneal. Após 10 dias do último dia de administração dos 

probióticos, os animais foram transplantados como descrito em Métodos no item 3.8. Todos os transplantes foram 

realizados de doares F1 (Balb/c x C57BL6) para receptores Balb/c. Após 7 dias, retiramos as bandagens e, a partir do 8º 

dia, a análise macroscópica foi iniciada até a rejeição do enxerto, determinada pela perda de  ≥ 70% do tamanho inicial do 

enxerto no momento da primeira medição.  

 

3.10. Protocolo # 2: Administração oral de aloantígenos e L.lactis Hsp65 ou L.lactis 

WT: transplante de pele semialogeneico com celecoxibe. 

Camundongos receptores de transplante receberam 50µg de extrato de proteínas, que 

contém aloantígenos do doador, diluído em 100µl de PBS, via gavagem e, em substituição à 

água, foi oferecida a quantidade de 5 ml/animal de L.lactis Hsp65ou L.lactis WT, durante 

quatro dias. Após 10 dias da última administração dos aloantígenos e dos probióticos, foi 

realizado o transplante de pele semialogeneico como descrito anteriormente. Todos os 

animais receberam seis doses de 30 mg/kg de celecoxibe em dias alternados, a partir do dia 

do transplante (Figura 3). 
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Figura 3. Protocolo # 2: Administração oral de aloantígenos e L.lactis HSP65 ou L.lactis WT com celecoxibe. CTR: 

animais que receberam apenas meio de cultura; Celecoxibe: animais que receberam meio de cultura e celecoxibe; AloAg + 

Celecoxibe: animais que receberam aloantígenos via gavagem e celecoxibe; AloAg + L.lactis WT + Celecoxibe: animais 

que receberam L.lactis WT em substituição à água, aloantígenos via gavagem e celecoxibe, durante quatro dias; AloAg + 

L.lacits Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam L.lactis Hsp65 em substituição à água,  aloantígenos via gavagem e 

celcoxibe, durante quatro dias. Após 10 dias do último dia de administração, os animais foram transplantados como 

descrito em Métodos no item 3.8. Todos os animais receberam enxertos de doadores F1 (Balb/c x C57BL6) e seis doses 

alternadas de Celcoxibe (30mg/Kg) via intraperitoneal a partir do dia do transplante. Após dia 7, retiramos as bandagens e, 

a partir do 8º dia, a análise macroscópica foi iniciada até a rejeição do enxerto, determinada pela perda de  ≥ 70% do 

tamanho inicial do enxerto no momento da primeira medição dos enxertos.  

 

3.11. Protocolo # 3: Administração oral com aloantígenos e L.lactis Hsp65 ou 

L.lactis WT: transplante de pele semialogeneico. 

Camundongos receptores de transplante receberam 50µg de extrato de proteínas, que 

contém aloantígenos do doador, diluído em 100µl de PBS, via gavagem e, em substituição à 

água, foi oferecida a quantidade de 5 ml/animal, L.lactis Hsp65ou L.lactis WT durante 

quatro dias (Figura 4). Após 10 dias da última administração dos aloantígenos e dos 

lactococcus foi realizado o transplante de pele semialogeneico como descrito anteriormente. 
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Figura 4. Protocolo # 3 – Administração oral de aloantígenos e L.lactis Hsp65 ou L.lactis WT. CTR: animais que 

receberam apenas meio de cultura; AloAg: animais que receberam aloantígenos via gavagem;  AloAg + L.lactis WT: animais 

que receberam L.lactis WT em substituição à água, e aloantígenos via gavagem, durante quatro dias; AloAg + L.lacits Hsp65: 

animais que receberam L.lactis Hsp65 em substituição à água,  aloantígenos via gavagem, durante quatro dias. Após 10 dias da 

última administração, os animais foram transplantados como descrito em Métodos no item 3.8. Todos os animais receberam 

enxertos de doadores F1 ( Balb/c x C57BL6). No dia 7, retiramos as bandagens e, a partir do 8º dia, a análise macroscópica foi 

iniciada até a rejeição do enxerto, determinada pela perda de  ≥ 70% do tamanho inicial do enxerto no momento da primeira 

medição. 

3.12. Grupos experimentais 

Tabela 1. Grupos Experimentais, número de animais e tratamentos. 

Singeneico 4 Sing - - - -

CTR 9 Alo - - - -

Celecoxibe 6 Alo + - - -

L.lactis  WT 7 Alo - + - -

L.lactis  WT + Celecoxibe 6 Alo + + - -

L.lactis  Hsp65 6 Alo - - + -

L.lactis  Hsp65 + Celecoxibe 7 Alo + - + -

AloAg 3 Alo - - - +

AloAg + Celecoxibe 7 Alo + - - +

AloAg + L.lactis  WT 6 Alo - + - +

AloAg + L.lactis  WT + Celecoxibe 7 Alo + + - +

AloAg + L.lactis  Hsp65 + Celecoxibe 7 Alo + - + +

+

Grupos  n Transplantes Celecoxibe Aloantígenos
L.lactis 

WT

L.lactis 

Hsp65

AloAg + L.lactis  Hsp65 6 Alo - - +

Sing: transplante singeneico, doador Balb/c e receptor Balb/c; Alo: transplante aloegeneico, doador F1 (Balb/c x 

C57BL6) e receptor Balb/c; CTR: Controle, transplante alogeneico sem tratamento; AloAg: Aloantígenos. 
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3.13. Análise macroscópica do enxerto 

 O enxerto foi avaliado, macroscopicamente, de acordo com os seguintes 

critérios: (i) Tamanho do enxerto, (ii) mudanças na pigmentação, (iii) aspectos da 

superfície do enxerto, (iv) aumento da espessura, (v) consistência, (vi) grau de 

desidratação, (vii) formação de crostas, presença de pelos e (viii) sulcos e formação de 

cicatriz. As medidas do tamanho do enxerto foram feitas com régua considerando 

comprimento e a altura. O enxerto foi considerado como rejeitado quando ocorreu perda 

≥ 70% do tamanho inicial, associada à presença de um ou mais dos critérios 

macroscópicos, conforme descritos por nosso grupo (Marrero et al., 2005). 

3.14. Eutanásia 

Os camundongos submetidos ao transplante foram eutanasiados, após o 

momento que foi observada perda de ≥ 70% do tamanho inicial do enxerto associada à 

presença de um ou mais dos critérios macroscópicos. Foi administrado anestésico 

(Xilasina 0,2% + Ketamina 0,5% diluído em solução fisiológica 0,9%) pela via 

intraperitoneal após a ausência de sinais, o enxerto foi retirado e acondicionado em 

formol tamponado 10%, para posteriores análises.  

3.15. Análise Histolopatológica  

Após determinada a rejeição, os fragmentos dos enxertos foram retirados e, 

imediatamente fixados em formal tamponado 10% . A seguir, cada fragmento foi imerso 

em parafina, cortado com 4 de espessura, corado com hematoxilina-eosina e analisado 

por microscopia óptica pelo patologista  do Departamento de Patologia do Instituto de 

Coração, FMUSP, quanto à avaliação de rejeição e critérios histopatológicos (Marrero et 

al., 2005). Cada enxerto foi classificado como: 
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a) Não rejeição: Ausência de infiltrado inflamatório ou discreto infiltrado, 

preservação dos folículos pilosos, epiderme e derme com espessura normal, 

sem evidência de necrose ou fibrose. 

b) Rejeição aguda: Proeminente infiltrado inflamatório linfocitário ou misto, 

com nítida agressão da epiderme e folículos pilosos, necrose de epiderme e 

folículos pilosos. 

c) Rejeição leve: Infiltrado inflamatório discreto, com agressão discreta e focal da 

camada basal da epiderme e folículos pilosos. 

d) Rejeição crônica: Infiltrado inflamatório mononuclear muito discreto, 

ausência de necrose, fibrose da derme com desaparecimento dos folículos 

pilosos. 

O infiltrado inflamatório foi analisado semi-quantitativamente e o infiltrado 

inflamatório qualificado em polimorfonucleares ou mononucleares. Medimos a extensão 

da pele coberta pelo epitélio do tipo doador na maior secção histológica  (H & E), com o 

auxílio de um sistema informatizado de análise de imagem (AxioVision, Zeiss). 

3.16. Imunohistoquímica 

Os procedimentos de preparo do tecido transplantado e marcação para Foxp3 

(Abcam) foram realizados pela empresa Histocell, São Paulo, e Laboratório de 

Bioquímica e Imunologiae imunopatologia do ICB-UFMG para marcação de IL-17 (BD 

Pharmingen) e TGF-β (Santa Cruz Biotechnology). 

Para as análises de Foxp3, foram feitas em aumento de 400X (mínimo 5 

campos). O infiltrado celular foi analisado semi-quantitativamente e classificado em: 

1. negativas/raras: não têm células positivas ou são escassas (< de 5 células em 

todos os campos) 
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2. +: aproximadamente 30 % ou menos das células positivas 

3. ++: coloração positiva de 30 a 50% das células 

4. +++: coloração positiva de > 50 a 70 % das células 

5. ++++: > 70 % das células positivas 

Para as citocinas IL-17 (BD Pharmingen) e TGF-β (Santa Cruz Biotechnology), 

secções de 4 mm foram cortadas de um bloco representante para cada caso e recolhidos 

em lâminas revestidas com gelatina. As lâminas foram desparafinadas e reidratadas 

numa série de álcoois. A peroxidase endógena foi bloqueada por imersão em peróxido 

de hidrogénio a 3%. Secções de tecido foram desparafinadas submetida a calor induzido 

por recuperação de antigénica (banho de água a 98 ° C) com uma solução de 

recuperação de antigénica (DAKO, SA, Dinamarca, pH 6,0). Em seguida, as lâminas 

foram incubadas a 4 ° C durante a noite com um anticorpo policlonal IgG de coelho anti 

TGF-β (1:50, Santa Cruz Biotechnology) ou purificado de rato anti-IL-17 (1:50, BD 

Pharmingen), seguido pelo anticorpo secundário Histofine Simple Stain MAX PO-

Nochirei Biosciences, durante 30 minutos à temperatura ambiente. Os cortes foram 

corados com o cromógeno tetrahidrocloreto 3,3-diaminobenzidina (DAB Substrato 

Sistema, Lab Vision), incubadas por 1 minutos e contrastadas com hematoxilina de 

Mayer. 

3.17. Análise estatística 

A análise estatística da sobrevida dos enxertos foi feita pelo método descrito por 

de Kaplan e P. Meier (E. L. Kaplan, 1958). Construímos uma curva de sobrevida do 

enxerto em função da mediana de tempo de perda para cada grupo. A significância entre 

os grupos foi determinada usando o método de LogRank (Peto et al., 1976). Para as 

comparações das análises de IHQ usamos teste t. 
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4. Resultados 

 

Para avaliar os efeitos imunorreguladores da Hsp65 e dos probiótiocos L.lactis, 

usando diferentes protocolos na indução de tolerância oral, analisamos a sobrevida de 

aloenxertos de pele em camundongos transplantados (Figura 5). Consideramos os 

experimentos válidos, quando os animais controles singeneicos (Figura 5 A) tiveram seus 

enxertos fixados.  

 

 
Figura 5. Figuras representativas dos transplantes de pele singeneico e semialogeneico. A) Enxerto de pele de 

camundongo doador Balb/c em camundongo receptor Balb/c, 8 dias pós transplante. B) Enxerto de pele de camundongo 

doador F1(C57BL/6 xBalb/c) em camundongo receptor Balb/c, 10 dias pós transplante. 
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4.1. Protocolo # 1: Administração oral L.lactis Hsp65 e L.lactis WT: transplante de 

pele semialogeneico com ou sem celecoxibe. 

 

As análises macroscópicas dos enxertos dos animais, no protocolo #1, foram 

semelhantes (Tabela 2) em, praticamente, todos os tempos em todos os grupos, com exceção 

dos animais com transplante singeneicos que apresentaram boa fixação com crescimento de 

pelos e coloração roseada (Figura 5 A). 

Tabela 2. Análise macroscópica dos aloenxertos de pele. Protocolo #1 administração de L.lactis Hsp65, 

L.lactis Selvagem com e sem celecoxibe. 

CTR                   

(n=9)

L.Lactis Selvagem 

(n=7)

 L.Lactis HSP65 

(n=6)
Celecoxibe (n=6)

L.Lactis Selvagem + 

Celecoxibe (n=6)

 L.Lactis HSP65 + 

Celecoxibe (n=7)

1 (3/9); 2 (6/9) 1 (5/7); 2 (2/7) 1 (4/6); 2 (2/6) 1 (3/6); 2 (3/6) 1 (4/6); 2 (2/6) 1 (3/7); 2 (4/7)

1 (9/9) 1 (7/7) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (6/6) 1(7/7)

1 (6/9); 2 (3/9) 1 (6/7); 2 (1/7) 1 (5/6); 2 (1/6) 1 (3/6); 2 (3/6) 1 (6/6) 1 (4/7); 2 (3/7)

1 (9/9) 1 (7/7) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (7/7)

1 (8/9); 2 (1/9) 1 (7/7) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (7/7)

1 (9/9) 1 (7/7) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (7/7)

1 (9/9) 1 (7/7) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (6/6) 1 (7/7)

 pigmentação

 crostas e pelos 

 sulcos e  cicatriz

 superfície

 espessura

 consistência

 grau de desidratação 

 
Grupos: Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante alogenico; L.lactis Selvagem, animais que receberam L.lactis Selvagem via oral; 

L.lactis Hsp65, animais que receberam L.lactis Hsp65 via oral; Celecoxibe, animais que receberam apenas celecoxibe via i.p. ; L.lactis 

Selvagem + celecoxibe, animais que receberam L.lactis Selvagem via oral e celecoxibe i.p.; L.lactis Hsp65, animais que receberam L.lactis 

Hsp65 via oral e clecoxibe i.p. Pigmentação: - 1 normal, 2 escuro, 3 branca, 4 amarela; Superfície: 1 normal, 2 enrugada, 3 lisa brilhante; 

Espessura: 1 normal, 2 aumentada; Consistência: 1 normal; 2 duro; Desidratação Edema: 1 ñ apresente;  2 apresente; Crostas e Pelos: ñ 

apresenta; 2 apresenta; Sulcos e cicatriz: 1 ñ apresenta; 2 apresenta. 
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Previamente ao início dos protocolos, determinamos a melhor dose de inibidor de 

Cox-2 que utilizamos em alguns grupos de transplante. A partir da análise da sobrevida, 

optamos pelo uso da dose de 30mg/Kg, por mostrar maior mediana de sobrevida do enxerto. 

Tabela 3. Análise individual do tempo de sobrevida Protocolo # 1 

1 10 1 11 1 10 1 13 1 10 1 13

2 11 2 12 2 11 2 13 2 11 2 14

3 11 3 12 3 11 3 14 3 13 3 14

4 13 4 14 4 13 4 14 4 14 4 14

5 14 5 14 5 14 5 8 5 14 5 14

6 12 6 14 6 14 6 12 6 14 6 14

7 12 7 22 .... .... .... .... .... .... 7 14

8 15 .... .... .... .... .... .... .... .... .... ....

9 18 .... .... .... .... .... .... .... .... .... ....

Média 12,9 14,1 12,2 12,3 13 14

Desv. Padrão 2,5 3,7 1,7 2,3 1,8 0,4

Mediana 12 14 12 13 13,5 14

Inter. Conf. 1,6 2,7 1,4 1,8 1,4 0,3

Dia da 

Rejeição

Animal           

nº

Dia da 

Rejeição

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal              

nº

Dia da 

Rejeição

L.lactis  WT + 

Celecoxibe                                       

(n=6)

L.lactis  Hsp65+ 

Celecoxibe                                              

(n=7)

 Celecoxibe                                          

(n=6)

CTR                                                            

(n=9)                    

L.lactis  WT                       

(n=7)  

  L.lactis  Hsp65                               

(n=6)

Animal               

nº

Animal                  

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                 

nº

 
Tempo de sobrevida individual do Protocolo # 1. Todos os transplantes foram realizados com aloenxertos de pele de doadores F1 (C57BL/6 x 

Balb/c) em animais receptores Balb/c, após protocolo # 1 descrito em métodos. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante alogenico; 

L.lacits Hsp65: animais que receberam apenas L.lactis Hsp65 durante quatro dias em substituição à água; L.lactis WT: animais que receberam 

apenas L.lactis WT durante quatro dias em substituição à água; Celecoxibe: animais que receberam apenas meio de cultura em substituição à 

água, e 30mg/Kg de celcoxibe via intraperitoneal; L.lacits Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam L.lactis Hsp65 durante quatro dias em 

substituição à água e 30mg/Kg de Celcoxibe  via intraperitoneal; L.lactis WT + Celecoxibe animais que receberam L.lactis WT durante quatro 

dias  em substituição à água e 30mg/Kg  de Celcoxibe via intraperitoneal. 

 

Não conseguimos induzir tolerância, nem mesmo aumento de sobrevida nos 

tratamentos do protocolo # 1 (Figura 6). A administração de lactococcus que expressa 

Hsp65 não influenciou na sobrevida dos aloenxertos em comparação com o grupo não 

tratado (p=0,5). Nem mesmo quando comparamos o grupo que recebeu anti-

inflamatório e L.lactis Hsp65 (L.lactis Hsp65+Celecoxibe) com o grupo não tratado, 

observamos diferenças significativas (p=0,3). Os tempos de sobrevida e, as medianas, 

individuais podem ser observadas na Tabela 3. 
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L .la c it s  H s p 6 5  (n = 6 )

L .la c it s  H s p 6 5  +  C e le c o x ib e  (n = 7 )

p = 0 ,4

 

Figura 6. Curva de sobrevida Protocolo # 1 Administração oral L.lactis Hsp65 e L.lactis WT: transplante de pele 

semialogeneico com ou sem celecoxibe. Análise dos tempos de sobrevida dos transplantes de pele semialogeneico. Todos 

os transplantes de pele foram realizados com enxertos de doadores de pele da cauda de F1 (C57BL/6 x Balb/c) no dorso de 

receptores Balb/c. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante alogenico; L.lacits Hsp65: animais que receberam 

apenas L.lactis Hsp65 durante quatro dias em substituição à água; L.lactis WT: animais que receberam apenas L.lactis WT 

durante quatro dias em substituição à água; Celecoxibe: animais que receberam apenas meio de cultura em substituição à 

água, e 30mg/Kg de celcoxibe via intraperitoneal; L.lacits Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam L.lactis Hsp65 

durante quatro dias, em substituição à água e 30mg/Kg de Celcoxibe  via intraperitoneal; L.lactis WT + Celecoxibe animais 

que receberam L.lactis WT durante quatro dias  em substituição à água e 30mg/Kg  de Celcoxibe via intraperitoneal. 

Análise estatística - Log-rank (Mantel-Cox) considerando-se diferença significativa p<0,05. 

 

Também não observamos diferenças quando comparamos as medianas de 

sobrevidas (Tabela 2) dos grupos tratados com os Lactococcus selvagem (L.lactis WT) 

com o grupo não tratado (p=0,3). Também não houve diferenças significativas quando 

comparamos o grupo que recebeu anti-inflamatório e L.lactis selvagem (L.lactis 

WT+Celecoxibe) com o grupo não tratado (p=0,8). 

4.2. Protocolo # 2: Administração oral com aloantígenos  do doador e L.lactis 

Hsp65 ou L.lactis WT: transplante de pele semialogeneico com celecoxibe. 

Para observar o impacto da adição de aloantígenos ao protocolo de indução de 

tolerância oral, combinamos a administração de aloantígenos do doador com L. lactis 

Hsp65 ou L.lactis WT com a administração intraperitoneal de 30mg/kg de celecoxibe.  

Analisamos as características macroscópicas e a sobrevida de aloenxertos de pele após 
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transplante de pele semialogeneico, como descrito. Determinamos a sobrevida dos 

enxertos por análise macroscópica, e a perda total ou até ≥ 70% do tamanho inicial.  

 

As análises macroscópicas no protocolo #2 dos enxertos dos animais foram 

semelhantes (Tabela 5) em, praticamente, todos os tempos em todos os grupos, com exceção 

dos animais com transplante singeneicos, que apresentaram boa fixação com crescimento de 

pelos e coloração roseada (Figura 5A). 

Tabela 4. Análise Macroscópica de aloenxertos de pele. Protocolo #2 administração de 

aloantígenos do doador e L.lactis Hsp ou L.lactis Selvagem com celecoxibe. 

Celecoxibe               

(n=6)

AloAg + Celecoxibe                      

(n=7)

AloAg + L.Lactis 

Selvagem + 

Celecoxibe                          

(n=7)

AloAg +  L.Lactis HSP65 + 

Celecoxibe                    

(n=7)

1 (3/6); 2 (3/6) 2 (4/6); 2 (2/6) 2 (3/6); 2 (3/6) 1 (3/7); 2 (4/7)

1 (6/6) 1 (7/7) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (3/6); 2 (3/6) 1 (5/7); 2 (2/7) 1(4/7); 2 (3/7) 1 (4/7); 2 (3/7)

1 (6/6) 1 (7/7) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (6/6) 1 (7/7) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (6/6) 1 (7/7) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (6/6) 1 (7/7) 1 (7/7) 1 (7/7)

superfície 

espessura

consistência

crostas e pelos 

pigmentação

desidratação 

sulcos e cicatriz  
Grupos: Celecoxibe- animais que receberam apenas celecoxive i.p.; AloAg: aloantígenos, animais que receberam aloantígenos 

via oral e celecoxibe; AloAg+L.lactis Selvagem: animais que receberam aloantigenos e L.lactis Selvagem via oral e celecoxibe 

i.p.; AloAg+L.lactis Hsp65: animais que receberam aloantigenos e L.lactis Hsp65 via oral e clecoxibe i.p.. Pigmentação: - 1 

normal, 2 escuro, 3 branca, 4 amarela; Superfície: 1 normal, 2 enrugada, 3 lisa brilhante; Espessura: 1 normal, 2 aumentada; 

Consistência: 1 normal; 2 duro; Desidratação: 1 ñ apresente;  2 apresente; Crostas e pelos: ñ apresenta; 2 apresenta; Sulcos e 

cicatriz: 1 ñ apresenta; 2 apresenta. 

 

Apesar de não termos conseguido induzir tolerância, observamos diferenças 

significativas na análise de sobrevida do protocolo #2 do enxerto, onde administramos de 
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aloantígenos, pro-biótiocos e anti-inflamatório (p=0,005) (Figura 8). Os tempos de sobrevida 

e, as medianas, individuais podem ser observadas na Tabela 5. 

Tabela 5. Análise individual do tempo de sobrevida. Protocolo # 2 administração oral com 

aloantígenos do doador e L.lactis Hsp65 ou L.lactis WT: transplante de pele semialogeneico com 

celecoxibe. 

1 10 1 13 1 10 1 14 1 8

2 11 2 13 2 13 2 18 2 8

3 11 3 14 3 13 3 19 3 9

4 13 4 14 4 19 4 23 4 19

5 14 5 8 5 14 5 21 5 15

6 12 6 12 6 15 6 21 6 21

7 12 .... .... 7 15 7 21 7 22

8 15 .... .... .... .... .... .... .... ....

9 18 .... .... .... .... .... .... .... ....

Média 12,9 12,3 14,1 19,6 14,6

Desv. Padrão 2,5 2,3 2,7 2,9 6,2

Mediana 12 13 14 21 15

CTR                    

(n=9) 

 Celecoxibe               

(n=7)

AloAg + 

Celecoxibe                  

(n=7)

AloAg + L.lactis 

WT+ Celecoxibe           

(n=7)

AloAg + L.lactis 

Hsp65+ Celecoxibe        

(n=7)

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

 
 

Todos os transplantes foram realizados com aloenxertos de pele de doadores F1 (C57BL/6 x Balb/c) em animais receptores 

Balb/c, após protocolo # 2 descrito em métodos. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante alogenico; Celecoxibe: 

animais que receberam apenas meio de cultura em substituição à água, e 30mg/Kg de celcoxibe via intraperitoneal; AloAg + 

L.lacits Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam aloantígenos, via gavagem, L.lactis Hsp65, em substituição à água, 

durante quatro dias e 30mg/Kg de Celcoxibe  via intraperitoneal; AloAg + L.lactis WT + Celecoxibe animais que receberam 

aloantígenos, via gavagem, L.lactis WT durante quatro dias  em substituição à água e 30mg/Kg  de Celcoxibe via 

intraperitoneal. 

 

Entretanto, a administração de aloantígenos associada ao lactococcus que 

expressa Hsp65 junto com anti-inflamatório, não influenciou na sobrevida dos 

aloenxertos em comparação com o grupo não tratado (p=0,1). 
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Figura 7. Curva de sobrevida Protocolo # 2 Administração oral com aloantígenos e L.lactis HSP65 ou L.lactis WT: 

transplante de pele semialogeneico com celecoxibe. Análise dos tempos de sobrevida dos transplantes de pele 

semialogeneico. Todos os transplantes de pele foram realizados a partir de doadores de pele de cauda F1 (C57BL/6 x 

Balb/c) em receptores no dorso Balb/c. Com exceção do grupo não tratado todos os animais receberam 6 doses 

alternadas de celcoxibe 30mg/Kg a partir do dia 0 do transplante. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante 

aloegenico; Celecoxibe: animais que receberam meio de cultura em substituição à água, e 30mg/Kg de celecoxibe via 

intraperitoneal; AloAg: animais que receberam meio de cultura e aloantígenos via gavagem durante quatro dias; 

AloAg+ L.lacits Hsp65 + Celecoxibe: animais que receberam aloantígenos via gavagem e L.lactis Hsp65, em 

substituição à água, durante quatro dias; AloAg +  L.lactis WT + Celecoxibe animais que receberam aloantígenos via 

gavagem e  L.lactis WT, em substituição à água, durante quatro dias. Análise estatística - Log-rank (Mantel-Cox) 

considerando-se diferença significativa p<0,05. CTR x AloAg + L.lactis WT *** p=0,0008; Celecoxibe x AloAg + 

L.lactis WT * p=0,04; AloAg + Celcoxibe x AloAg + L.lactis WT **p=0,006. 

 

Nossas análises da mediana de sobrevida do enxerto, do grupo que recebeu 

aloantígenos em combinação com L.lactis WT mais a administração de celecoxibe 

(AloAg + L.lactis WT + Celecoxibe, mediana se sobrevida 21 dias), mostraram maior 

sobrevida do enxerto em comparação com o grupo não tratado (CTR, mediana de 

sobrevida 12 dias)  (p=0,008) (Figura 8). Também observamos diferenças significativas 

quando comparamos a sobrevida desse mesmo grupo (AloAg + L.lactis WT + 

Celecoxibe, mediana de sobrevida  de 21 dias) com aquele que recebeu apenas 

Celecoxibe (mediana de sobrevida 13 dias) p=0,04 e, com aquele grupo que recebeu 

aloantígenos  e anti-inflamatório (AloAg + Celcoxibe, mediana de sobrevida 14 dias) 

p=0,006 (Figura 8). 
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4.3. Protocolo # 3: Administração oral com aloantígenos do doador e L.lactis Hps65 

ou L.lactis WT: transplante de pele semialogeneico. 

Neste protocolo, observamos o impacto da adição de aloantígenos no protocolo de 

indução de tolerância oral, combinado a administração de aloantígenos com L. lactis Hsp65 

ou L.lactis WT, na ausência do inibidor de celecoxibe. Para tanto, analisamos as 

características macroscópicas e a sobrevida de aloenxertos de pele após transplante de pele 

semialogeneico. Determinamos a sobrevida dos enxertos por análise macroscópica, e a perda 

total ou até ≥ 70% do tamanho inicial.  

Tabela 6. Análise macroscópica de aloenxertos de pele. Protocolo #3 administração de 

aloantígenos e L.lactis Hsp65 ou L.lactis Selvagem. 

CTR               

(n=9)

AloAg                   

(n=3)

AloAg + L.Lactis 

Selvagem                        

(n=6)

AloAg +  L.Lactis HSP65                  

(n=6)

1 (3/9); 2 (6/9) 2 (3/3) 2 (4/7); 2 (3/7) 1 (3/7); 2 (4/7)

1 (9/9) 1 (3/3) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (6/9); 2 (3/9) 1 (3/3) 2 (4/7); 2 (3/7) 1 (4/7); 2 (3/7)

1 (9/9) 2(2/3) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (8/9); 2 (1/9) 1 (3/3) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (9/9) 1 (3/3) 1 (7/7) 1 (7/7)

1 (9/9) 1 (3/3) 1 (7/7) 1 (7/7)

superfície 

espessura

 consistência

crostas e pelos 

sulcos e  cicatriz

pigmentação

desidratação 

 

Grupos: Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante aloegenico; AloAg: aloantígenos, animais que receberam 

aloantígenos via oral; AloAg+L.lactis Selvagem: animais que receberam aloantigenos e L.lactis Selvagem via oral; 

AloAg+L.lactis Hsp65: animais que receberam aloantigenos e L.lactis Hsp65 via oral. Pigmentação: - 1 normal, 2 escuro, 3 

branca, 4 amarela; Superfície: 1 normal, 2 enrugada, 3 lisa brilhante; Espessura: 1 normal, 2 aumentada; Consistência: 1 

normal; 2 duro; Desidratação: 1 ñ apresente;  2 apresente; Crostas, presença de pelos: ñ apresenta; 2 apresenta; Sulcos e 

cicatriz: 1 ñ apresenta; 2 apresenta. 

 

As análises macroscópicas dos enxertos dos animais, no protocolo #3, foram 

semelhantes (Tabela 7) em, praticamente, todos os tempos em todos os grupos, com exceção 

dos animais com transplante singeneico, que apresentaram boa fixação com crescimento de 

pelos e coloração roseada (Figura 5A). 
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A análise global do protocolo #3 mostrou que não houve diferença significativa das 

sobrevidas dos enxertos (p=0,05) (Figura 9). Os tempos de sobrevida e as medianas 

individuais podem ser observadas na Tabela 7. 

Tabela 7. Análise individual do tempo de sobrevida Protocolo # 3 administração oral com 

aloantígenos do doador e L.lactis HSP65 ou L.lactis WT: transplante de pele 

semialogeneico 

1 10 1 9 1 11 1 10

2 11 2 20 2 15 2 11

3 11 3 22 3 15 3 12

4 13 .... .... 4 21 4 15

5 14 .... .... 5 21 5 16

6 12 .... .... 6 21 6 18

7 12 .... .... .... .... .... ....

8 15 .... .... .... .... .... ....

9 18 .... .... .... .... .... ....

Média 12,9 17 17,3 13,7

Desv. Padrão 2,5 7 4,3 3,1

Mediana 12 20 18 13,5

Inter. Conf. 1,6 7,9 3,4 2,5

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

CTR                               

(n=9) 

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

AloAg +        

L.lactis  WT                

(n=6)

AloAg +         

L.lactis  Hsp65                                

(n=6)

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

Dia da 

Rejeição

Animal                   

nº

AloAg                               

(n=3)

 

Todos os transplantes foram realizados com aloenxertos de pele de doadores F1 (C57BL/6 x Balb/c) em animais receptores 

Balb/c, após protocolo # 3 descrito em métodos. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante alogenico; AloAg: 

animais que receberam aloantígenos, via gavagem durante quatro dias; AloAg + L.lacits Hsp65: animais que receberam 

aloantígenos, via gavagem, L.lactis Hsp65, em substituição à água, durante quatro dias; AloAg + L.lactis WT: animais que 

receberam aloantígenos, via gavagem, L.lactis WT durante quatro dias  em substituição à água. 

 

Apesar de não termos conseguido induzir tolerância com este protocolo, também 

observamos um aumento significativo de sobrevida do enxerto, do grupo que recebeu 

aloantígenos em combinação com L.lactis WT, com mediana de sobrevida de 18 dias, em 

comparação com o grupo não tratado (CTR) que teve mediana de sobrevida de 12 dias 

(p=0,01) (Figura 9). 
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Figura 8. Curva de sobrevida Protocolo # 3. Análise dos tempos de sobrevida dos transplantes de pele 

semialogeneico. Todos os transplantes de pele foram realizados a partir de doadores de pele de cauda F1 (C57BL/6 x 

Balb/c) em receptores no dorso Balb/c. Ctr: controle, animais sem tratamente e  transplante aloegenico; AloAg: 

animais que receberam meio de cultura e aloantígenos via gavagem durante quatro dias; AloAg+ L.lacits Hsp65: 

animais que receberam aloantígenos via gavagem e L.lactis Hsp65, em substituição à água, durante quatro dias; 

AloAg +  L.lactis WT animais que receberam aloantígenos via gavagem e  L.lactis WT, em substituição à água, 

durante quatro dias. Análise estatística - Log-rank (Mantel-Cox) considerando-se diferença significativa p<0,05. CTR 

x AloAg + L.lactis WT (* p=0,01). 

 

4.4. Análise histopatológica – Hematoxilina& Eosina  

 Nossas análises histopatológicas confirmaram a rejeição de todos os enxertos 

analisados, que foi classificada, em sua maioria,  como  rejeição aguda em processo de 

cronificação (Tabela 8), com necrose, moderada à extensa, com deposição fibrina, infiltrado 

inflamatório discreto à moderado sendo, em sua maioria misto (polimórfico e mononuclear) 

(Figura 9; Tabela8). Não encontramos diferenças quanto à inflamação intra-epitélio, 

inflamação da derme subjacente do epitélio do tecido doado, inflamação derme geral e 

presença grau de necrose/ulcera (Tabela 8).  
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Tabela 8. Análises histopatológicas dos grupos que tiveram aumento de sobrevida. 

6 12 RA Cron. 577,93 discreta mononuclear discreta
mista - mononucleares e neutrofilos;  reação 

macrofágica fagocitária tipo corpo estranho
intensa

mista com predomínio de 

neutrófilos
extensa

7 12 RA Cron. 1.114,76 moderada mononuclear discreta
mista - mononucleares e neutrofilos;  reação 

macrofágica fagocitária tipo corpo estranho
intensa 

mista com predomínio de 

neutrófilos; presença de fibrina
extensa

8 15 RA Cron. 5.469,76 discreta mononuclear discreta
mononuclear -  reação macrofágica 

fagocitária tipo corpo estranho
discreta

 mista - com predomínio de 

mononucleares
extensa

9 18 RC 1.830,87 discreta mononuclear discreta mononuclear discreta mononuclear
focal (crosta 

isolada)

1 11 RA adnt. Cron. 5.105,69 moderado mononuclear discreta
mista - mononucleares e neutrofilos;  reação 

macrofágica fagocitária tipo corpo estranho
discreta

 misto, com mononucleares e 

neutrófilos
moderada

4 21 RA Cron. 3.735,85 discreta mononuclear discreta
mista - mononucleares e neutrofilos;  reação 

macrofágica fagocitária tipo corpo estranho
discreta

misto - mononucleares e 

neutrófilos
extensa

5 21 RA adnt. Cron. 5.310,28 moderado mononuclear discreta mista - mononucleares e alguns neutrófilos discreta
mista -  mononucleares e alguns 

neutrófilos
focal

2 15 RA Cron. 5.759,85 moderado

misto, com 

neutrófilos 

focalmente

moderado
misto - mononucleres e alguns neutrófilos; 

presença de fibrina
moderado

misto - mononucleres e alguns 

neutrófilos; presença de fibrina
moderada

3 15 RA Cron. 3.529,33 moderado mononuclear moderado misto -mononucleres e alguns neutrófilos moderado
misto - com mononucleres e alguns 

neutrófilos
extensa

6 21 RA Cron. 4.841,57 moderado mononuclear moderado misto - mononucleres e alguns neutrófilos moderado
misto - com mononucleres e alguns 

neutrófilos
focal

5 21 RA Cron. 3.970,82 discreta mononuclear discreta
mononuclear - reação macrofágica fagocitária 

tipo corpo estranho
discreta

predomínio mononucleares - 

plasmócitos e grupos de 

neutrófilos

extensa

6 21 RA Cron. 4.685,62 discreta mononuclear discreta mista - mononucleares / neutrófilos moderada
mista - mononucleares e 

neutrófilos
extensa

7 21 RA Cron./RC 2.766,68 discreta mononuclear discreta mononuclear discreta mononuclear focal

Grau Tipo celular Grau Tipo celular
nº

Tempo de 

Sobrevida 

(dias)

Diagnóstico

Extensão de epitélio 

preservado da pele 

doada (µm)

Inflamação intra-epitélio doado Inflamação derme subjacente epitélio doado Inflamação derme geral 
Extensão 

necrose/úlcera

CTR 

AloAg + L.Lactis 

Selvagem 

AloAg + L.Lactis 

Selvagem + 

Celecoxibe 

Grau Tipo celular

 
 

RA = rejeição aguda; RC = rejeição crônica; NA = não avaliável; RA adnt.= rejeição aguda adiantada; RA Cron= rejeição aguda em cronificação
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C
 

 
Figura 9. Análise histopatológica de enxertos de pele. A) HE do Grupo controle, animais que receberam apenas meio 

de cultura, mostrando epitélio doado e área ulcerada rejeição tipo aguda em cronificação; B, HE do grupo AloAg+ 

L.lactis WT, animais que receberam aloantígenos e L.lactis WT,  mostrando epitélio tipo doado e receptor rejeição 

tipo aguda em cronificação. C, HE do grupo AloAg+ L.lactis WT+Celecoxibe, animais que receberam aloantígenos e 

L.lactis WT e seis doses de celecoxibe, mostrando epitélio doado e rejeição do tipo aguda em cronificação. 

 

Apesar de não termos conseguido fazer cortes seriados do enxerto para nossas 

análises, observamos maior quantidade de epitélio preservado no enxerto nos animais do 

grupo AloAg + L.lactis WT, em comparação com o grupo não tratado (p=0,02) (Figura 10). 

Mas não observamos diferenças significativas quando comparamos o grupo AloAg + L.lactis 

WT + Celecoxibe com o controle, nem com o grupo AloAg + L.lactis WT (Figura 10; 

Tabela8) 
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Figura 10. Análise histopatológica quantitativa do tecido doado. Análise quantitativa do tecido doado dos 

enxertos pele semialogeneico. Todos os transplantes de pele foram realizados a partir de doadores de pele de cauda 

F1 (C57BL/6 x Balb/c) em receptores no dorso Balb/c. CTR: animais que receberam apenas meio de cultura e 

transplante alogeneico; AloAg +  L.lactis WT animais que receberam aloantígenos via gavagem e  L.lactis WT, em 

substituição à água, durante quatro dias; AloAg +  L.lactis WT + Celecoxibe: animais que receberam aloantígenos via 

gavagem e  L.lactis WT em substituição à água, durante quatro dias e, seis doses de celecoxibe em dias alternados a 

partir do dia do transplante. Análise estatística – Teste t, considerando-se diferença significativa p<0,05. CTR x 

AloAg + L.lactis WT * p=0,02. 

 

4.5. Análise imunopatológica – Imunohistoquímica  

 Com o objetivo de determinar potenciais mecanismos envolvidos a maior 

sobrevida dos enxertos após a administração de probióticos e aloantígenos, fizemos 

análises expressão de Foxp3, IL-17 e TGF-β, por imunohistoquímica, nos enxertos, após 

determinada a rejeição. 
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Tabela 9. Avaliação dos aloenxertos por imunohistoquimica de Foxp3, IL-17 e TGF-β 

16 12 neg rara/+ rara/+

17 12 neg rara/+ rara/+

18 15 neg ++ rara/+

19 18 neg rara/+ rara/+

23 11 neg ++ rara/+

24 21 neg + rara/+

26 15 rara/<5 ++ ++

27 15 rara/<5 + rara/+

9 21 rara/+ +++ rara/+

10 21 nv rara/+ rara/+

11 21 nv rara/+ rara/+

CTR                                      

(n=4)

AloAg + L.Lactis 

Selvagem                    

(n=4)

AloAg + L.Lactis 

Selvagem + Celecoxibe                     

(n=4)

TGF-β           IL-17               Foxp3            nº
Tempo de 

Sobrevida (dias)

 
 
 O infiltrado celular foi analisado semi-quantitativamente e classificado como neg: negativas/raras, não têm células 

positivas ou são escassas (< de 5 células em todos campos); +: aproximadamente 30 % ou menos das células 

positivas;  ++: coloração positiva de 30 a 50% das células; +++: coloração positiva de > 50 a 70 % das células; ++++: 

> 70 % das células positivas. NV amostra não válida para avaliação. Todos os campos foram analisados com aumento 

de 400X (mínimo 5 campos). 

 

A expressão de Foxp3 nos enxertos foi rara ou negativa nos grupos que tiveram 

aumento de sobrevida e negativas no grupo controle não tratado (Tabela 9). Nas análises 

de  IL-17, observamos, em sua maioria, ausência ou raras células positivas, tanto dos 

grupos que tiveram maior sobrevida, quanto, no grupo controle (Tabela 9). 
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Figura 11. Análise Quantitativa de TGF-beta. Análise quantitativa de TGF-beta dos aloenxertos pele. Todos os 

transplantes de pele foram realizados a partir de doadores de pele de cauda F1 (C57BL/6 x Balb/c) em receptores no 

dorso Balb/c. CTR: animais que receberam apenas meio de cultura; AloAg +  L.lactis WT animais que receberam 

aloantígenos via gavagem e  L.lactis WT, em substituição à água, durante quatro dias; AloAg +  L.lactis WT + 

Celecoxibe: animais que receberam aloantígenos via gavagem e  L.lactis WT em substituição à água, durante quatro 

dias e, seis doses de celecoxibe em dias alternados a partir do dia do transplante. Programa Image J, análise estatística 

– Teste t considerando-se diferença significativa p<0,05. CTR x AloAg + L.lactis WT * p=0,04. 

 

Nos enxertos dos animais que receberam aloantígenos e L.lactis Selvagem 

observamos maior expressão de TGF-β em comparação com o grupo controle (p=0,04) 

(Figura 11). 
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Figura 12. Análise Imunohistoquímica  de expressão de TGF-beta. A) Grupo controle, animais que receberam apenas 

meio de cultura;  B) Grupo AloAg+ L.lactis WT, animais que receberam aloantígenos e L.lactis WT; C) AloAg+ 

L.lactis WT+Celecoxibe, animais que receberam aloantígenos e L.lactis WT e seis doses de celecoxibe. 
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5. Discussão 

Nós testamos se a atividade potencialmente imunorreguladora da Hsp65, 

expressa pelo probiótico Lactococcus lactis, e a exposição a aloantígenos do doador, 

pela mucosa oral, atuam sinergicamente induzindo aumento da sobrevida, ou tolerância 

ao aloenxerto, no transplante de pele murino. Em nossos protocolos, o potencial 

imunorregulador da Hsp65 expressa pelo Lactococcus lactis não foi capaz de induzir 

tolerância, nem mesmo aumento de sobrevida dos aloenxertos, nos diferentes 

protocolos, refutando nossa hipótese.  

Considerando que as Hsp65/60 participam tanto em respostas pró-inflamatórias 

(Binder, 2014) quanto respostas imunorreguladoras (Coelho e Faria, 2011), é possível 

que, o contexto intensamente inflamatório no início do transplante, possa ter impactado 

na atividade da Hsp65, e o seu potencial pró-inflamatório tenha superado o potencial 

imunorregulador. A participação das Hsps na ativação de respostas pró-inflamatórias, 

principalmente em repostas inatas, é bem descrita (Wallin et al., 2002), induzindo a 

produção de diferentes citocinas, como TNF-α, IL-6 e IL-8 pela Hsp65 de M. leprae 

(Friedland et al., 1993), TNF-α e IL-1-β por monócitos e via ativação CD14, pela Hsp65 

de M. tuberculosis (Zhang et al., 1993), e TNF-α e IL-1-β por macrófagos derivados de 

monócitos ativados pela Hsp65 de M. bovis (Peetermans et al., 1994). Também já foi 

observado, em modelo de isquemia, que a Hsp60 endógena pode exercer atividade pró-

inflamatória em cardiomiócitos, aumentando a expressão de TLR e ativando as vias 

TLR4 MyD88-p-38/NF-κB e TLR2/4 MyD88-JNK/NF-κB (Tian et al., 2013) 

aumentando, assim, a inflamação. Porém, não podemos deixar de mencionar, uma 

questão muito relevante sobre os ensaios, in vitro, nos quais utilizou-se Hsp 

recombinante produzida em bactérias, e observou-se atividade pró-inflamatória.  A 
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presença de endotoxinas contaminantes pode ser responsável, pelo menos em parte, pela 

a indução de moléculas com atividade inflamatória. Assim, mesmo com o uso de 

estratégias para remoção significativa de endotoxinas, a pequena quantidade que 

permanece pode ser responsável pelas observações do perfil inflamatório. Levando isso 

em conta, esses resultados devem ser considerados com reservas. Por outro lado, 

também já foi observado que a ativação do receptor de resposta inata TLR-2, pela 

Hsp60, pode aumentar a atividade reguladora de células Treg CD4
+
CD25

+
  (Zanin-

Zhorov et al., 2006) (Zanini-Zhorov A 2006) e induzir atividade imunorreguladora em 

diferentes contextos inflamatórios. O contexto inflamatório parece ser necessário para 

ativar de mecanismos imunorreguladores da Hsp60. Ainda não conseguimos definir se a 

Hsp65, em nosso estudo, induziu um perfil pró-inflamatório ou, se até conseguiu induzir 

mecanismos imunorreguladores, mas insuficientes para aumentar a sobrevida do 

aloenxerto. 

Não obstante, devemos também discutir a possibilidade de a Hsp65 ter até 

induzido/amplificado uma resposta imune pró-inflamatória, em nossos protocolos, uma 

vez que a Hsp usada é de origem microbiana e, dependendo do contexto, a sua atividade 

pode ser dominantemente pró-inflamatória (Peetermans et al., 1994). Já é bem 

conhecido que as Hsps microbianas são alvo de reconhecimento de células T (Lamb et 

al., 1989; Oswald-Richter et al., 2010), podendo ser utilizadas como carreadores de 

moléculas (Lussow et al., 1991) e imunógenos em vacinas (Barrios et al., 1992). 

Também já foi observada a participação de células T com reatividade específica às Hsp 

microbianas, no desenvolvimento de processos inflamatórios e doenças autoimunes 

(Van Eden et al., 1989; Rha et al., 2002), sugerindo que a resposta imune às Hsp de 

patógenos possam ter um papel na sua fisiopatologia.  
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Entretanto, também há dados na literatura mostrando que a Hsp65 M.leprae pode 

estimular a indução de mecanismos imunorreguladores (Rha et al., 2002). 

Diferentemente de outras Hsps microbianas (Streptococcus pneumoniae, Helicobacter 

pylori, bacilo de Calmette-Gue'rin, e Mycobacterium tuberculosis), a Hsp65 de M.leprae 

foi capaz de impedir o desenvolvimento de inflamação alérgica de vias aéreas, evitando 

a hiperresponsividade das vias aéreas, após a sua exposição via mucosa nasal (Rha et 

al., 2002). Outro dado mostra, também, que a Hsp65 de M. leprae foi importante na 

diminuição do processo inflamatório na aterosclerose, ocorrendo diminuição da placa 

aórtica e aumento da produção de IL-10 (Maron et al., 2002), sugerindo a ativação de 

mecanismos imunorreguladores. Atividade imunorreguladora semelhante foi também 

observada com a administração de Hsp65 de M. Tuberculosis, na aterosclerose, 

ocorrendo diminuição das lesões de aterosclerose e, aumento da produção de IL-4, além 

da supressão de proliferação, in vitro, em reação mista linfocitária com células dos 

animais tratados com Hsp65 de M. Tuberculosis (Harats et al., 2002). Em conjunto, 

esses dados se contrapõem aos nossos, uma vez que mostram que, mesmo sendo de 

origem bacteriana, a Hsp65 promoveu indução de atividade imunorreguladora.  

Assim, podemos concluir que, em nossos protocolos, a Hsp65 de M. leprae não 

foi potente o suficiente na indução de mecanismos imunorreguladores, que pudessem 

controlar a inflamação do transplante semialogeneico. Vale também destacar que, essa 

mesma cepa de L.lactis produtora de Hsp65 foi bem sucedida em induzir a supressão de 

encefalomielite autoimune experimental (EAE), ocorrendo a indução de células 

TCD4
+
Foxp3

+
 e TCD4

+
LAP

+
, produção de IL-10 e supressão de IL-17 (Rezende et al., 

2013). É possível que, apesar do efeito benéfico da cepa L.lactis, a presença da Hsp65, 

no contexto de transplante, tenha estimulado uma resposta mais inflamatória atuando 
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negativamente no efeito benéfico observado nos protocolos com L.lactis selvagem, sem 

a Hsp65, como discutiremos abaixo. 

Em contraste com os nossos resultados obtidos nos protocolos com 

administração de L.lactis Hsp65, observamos um aumento significativo da sobrevida 

dos enxertos, após a administração do L.lactis selvagem, em combinação com a 

exposição a aloantígenos do doador, via mucosa oral. Uma interpretação plausível é que 

a manipulação da microbiota, por meio da administração do probiótico L.lactis, tenha 

induzido mecanismos imunorreguladores e que, a presença de antígenos do doador 

tenha direcionado a indução de células com perfil imunorregulador, especificamente aos 

antígenos do doador. Não obstante, não encontramos presença expressiva de células 

FOXP3+ nas peles transplantadas neste grupo que teve aumento de sobrevida do 

aloenxerto. Aliás, a expressão de FOXP3 foi, em geral, muito baixa ou ausente, nos 

diferentes grupos submetidos a algum protocolo, e ausente no grupo controle, que não 

recebeu qualquer tratamento.  Apesar desses dados, não podemos afastar a possibilidade 

de células Treg terem participação nos mecanismos envolvidos na maior sobrevida do 

enxerto, atuando no controle da resposta inflamatória dirigida ao enxerto, não 

diretamente no enxerto, mas nos linfonodos, e mesmo a participação de outros subtipos 

de células Treg, como as CD4
+
LAP

+
, como observado no modelo de EAE, citado 

anteriormente (Rezende et al., 2013). 

Em nossos experimentos, a expressão de TGF-β no enxerto foi maior no grupo 

que teve maior sobrevida e que recebeu L.lactis selvagem e aloantígenos. Esses dados 

sugerem que o TGF-β esteja envolvido no efeito benéfico da maior sobrevida do 

enxerto, uma vez que sua atividade imunorreguladora tem sido bem documentada e seus 

efeitos imunorreguladores mostraram-se importantes em diferentes contextos, como na 
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supressão de colite (Oida et al., 2003) e supressão de EAE (Chen et al., 2009). Por outro 

lado, também é conhecido que, dependo do contexto o TGF-β  pode exercer atividade 

pró inflamatória, induzindo células do tipo Th17 (Veldhoen et al., 2006) na presença de 

citocinas inflamatórias como a IL-6 (Bettelli et al., 2006), como atividade 

imunorregulador, induzindo células Treg Foxp3
+
 (Weiner, 2001; Chen et al., 2003).  

Vale destacar que a atividade imunorreguladora do TGF-β pode ocorrer por 

mecanismos dependentes ou independentes de Foxp3
+
 (Gavin et al., 2007). Uma das 

vias tolerogênicas do TGF-β, independente de FOXP3, é a indução de CD73 (Deaglio et 

al., 2007), uma ectonucleotidase ATP em ADP, gerando, posteriormente, a produção de 

adenosina que tem atividade imunorreguladora (Klein e Bopp, 2016). Também vale 

destacar que há subpopulações de células Treg que expressam CD73 e exercem 

atividade imunorreguladora por esta via (Kobie et al., 2006). Nós não analisamos a 

expressão de CD73.  No entanto, analisamos a expressão de Foxp3
+
 e, praticamente, não 

encontramos positividade nos enxertos dos animais que tiveram maior sobrevida. Uma 

outra possibilidade que podemos discutir é que, a ação de citocinas inflamatórias como 

IFN-γ tenha inibido a capacidade do TGF-β  de induzir Treg, como discrito na literatura 

(Takaki et al., 2008). 

Outra atividade importante do TGF-β é a sua capacidade de promover 

cicatrização (Costa et al., 2016). Nesse sentido nossos resultados mostram que, o grupo 

tratado com L.lactis selvagem e aloantígenos, que teve aumento de sobrevida, também 

apresentou maior preservação da área de epitélio do enxerto. Apesar do nosso protocolo 

não ter sido desenhado para uma avalição mais precisa da cicatrização, não podemos 

afastar a possibilidade do L.lactis selvagem ter tido um efeito benéfico nesse sentido. 
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Praticamente, não encontramos expressão de IL-17 nos enxertos dos diferentes 

grupos experimentais, tratados ou não tratados.  Isso nos leva a pensar que, em nosso 

modelo, a IL-17 não esteja envolvida nos mecanismos de rejeição, pelo menos npo 

momento em que analisamos os enxertos, por ocasião do diagnóstico macroscópico de 

rejeição. É possível que, em nosso modelo, IFNg tenha tido papel mais importante; mas 

também não analisamos a sua expressão. Não obstante, IL-17 tem sido implicada  com a 

rejeição de enxerto, em diferentes contextos (Van Kooten et al., 1998; Itoh et al., 2011), 

como e  no transplante renal (Van Kooten et al., 1998). Em modelo experimental de 

transplante cardíaco, a IL-17 seja produzida neutrófilos, logo após o transplante, ou por 

células do tipo Th17, foi implicada na rejeição do aloenxerto (Min et al., 2009).  

Diferentes trabalhos vêm destacando a importância da microbiota na formação 

do tecido linfoide intestinal (Hoshi et al., 1992) e no estado e saúde e doença (Round e 

Mazmanian, 2009). Dados na literatura mostram, por exemplo, que ratos criados em 

condições germ-free têm menos órgãos linfoides organizados, no intestino, do que em 

ratos mantidos em condições convencionais (Hoshi et al., 1992). Além disso, a 

microbiota tem um papel importante promovendo a indução de respostas inatas, no 

intestino (Clarke et al., 2010), indicando também ter participação na indução tanto de 

respostas pró-inflamatórias, gerando, por exemplo, células Th17 (Ivanov et al., 2009) 

quanto de respostas imunorreguladoras, gerando células Treg (Ivanov et al., 2009; 

Round e Mazmanian, 2010). O uso de probióticos na modulação da microbiota humana 

e de animais experimentais tem mostrado efeitos benéficos em diferentes contextos 

(Isolauri et al., 2002; Walsh et al., 2014) como, na doença de Crohn (Malin et al., 1996) 

e na alergia intestinal (Majamaa e Isolauri, 1997). Em conjunto, esses dados da literatura 

mostram a importância da microbiota tanto na formação do sistema imune quanto na 
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indução de respostas imunes, e benefícios no uso de probiótiocos em diferentes 

contextos de desequilíbrio da homeostase.   

Em concordância com os efeitos benéficos que observamos com o L.lactis 

selvagem, utilizando-se esta mesma cepa, por via oral, também foram observados 

efeitos benéficos no modelo GVHD (Mercadante et al., 2014). No modelo de GVHD, a 

administração do L.lactis selvagem e aloantígenos do receptor (F1, Balbc x C57Bl6) 

para o doador (C57Bl6), induziu células B LAP
+
 com perfil regulador, no doador, 

determinantes para indução de células T reguladoras, no receptor pós-transplante, e com 

efeito supressor dependente de IL-10, (Mercadante et al., 2014). Apesar de ainda não ter 

sido possível explorar, mais profundamente, os mecanismos envolvidos na maior 

sobrevida dos aloenxertos, em nosso trabalho, com base na literatura pensamos que a 

indução de células Treg, e mesmo Breg, diretamente na mucosa intestinal possam ter um 

papel relevante, controlando o processo inflamatório e a agressão contra o aloenxerto, 

mesmo que parcialmente, atuando seja nos linfonodos, seja também no microambiente 

do enxerto.  

Uma questão a ser levantada para discussão diz respeito à composição da 

microbiota e o seu impacto na indução de mecanismos imunorreguladores.  Em nossos 

experimentos, utilizamos animais livres de patógenos específicos, SPF (do inglês 

Specific Pathogen Free) e que foram mantidos em condições de esterilidade. Como 

mencionado, já é bem estabelecida, na literatura, a importância da microbiota na 

formação do sistema imune e indução de respostas tanto inflamatórias (Ivanov et al., 

2009) como imunorreguladoras (Round e Mazmanian, 2009). Em estudo de indução de 

tolerância oral à β-lactoglobulina bovina, foi observado que as respostas humorais e 



55 
 

celulares foram melhores em animais com a microbiota convencional, em comparação 

com animais livres de patógenos ou monocolonizados (Prioult et al., 2003). 

Em condições semelhantes de administração de probióticos, mas em animais 

com uma microbiota convencional, com manutenção em gaiolas abertas, a utilização das 

mesmas cepas utilizadas em nosso trabalho, em modelo de EAE (Rezende et al., 2013), 

quanto de outro probiótico, em modelo de colite (Luerce et al., 2014), foi bem sucedida 

na indução de imunorregulação e no controle do processo patológico. Podemos levantar 

a possibilidade de que, nossos protocolos poderiam ter tido mais sucesso se, os animais 

utilizados tivessem uma microbiota convencional e não controlada, talvez, favorecendo 

a indução de mecanismos imunorreguladores. Nesse sentido, com o aprimoramento de 

nossos protocolos para indução de tolerância imunológica, no transplante, pretendemos 

também testar se a utilização de animais convencionais e, portanto, mudança da 

microbiota, trará efeito benéfico em relação à maior sobrevida do enxerto. 

Uma questão interessante a ser discutida é a respeito do papel dos aloantígenos 

na indução de mecanismos imunorreguladores. Em nossos experimentos, apenas a 

administração do L.lactis não foi o suficiente para influenciar positivamente na 

sobrevida do enxerto; só quando administrado em conjunto com os aloantígenos, 

observamos um efeito benéfico. Sabemos que a exposição de antígenos, via mucosa 

oral, pode induzir tolerância imunológica, mediante posterior desafio com o mesmo 

antígeno, em vários contextos inflamatórios (Weiner et al., 2011), como, por exemplo, 

induzindo supressão na EAE com aumento da produção das citocinas 

imunorreguladoras,  TGF-β e IL10, após a administração oral de OVA (Faria et al., 

2003). Acreditamos que a apresentação do contexto antigênico alogeneico, ao sistema 

imune, no momento de mobilização de mecanismos imunorreguladores, tenha 
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favorecido o direcionamento da imunorregulação dirigida aos mesmos antígenos 

alogeneicos que foram encontrados, posteriormente, no transplante.   

Nesse sentido, vale destacar a crescente importância dada à maior eficácia de 

células T reguladoras com reatividade dirigida a antígenos relevantes no contexto 

fisiopatológico em questão. Assim, além da já bem estabelecida importância das células 

Treg na manutenção da homeostase (Wing e Sakaguchi, 2010), as Treg antígeno-

específicas ganham destaque e têm sido almejadas em estratégias de tradução para a 

clínica em terapia celular, inclusive as células T aloespecíficas, com perfil regulador 

(Long e Wood, 2007). Por exemplo, as células T reguladoras alorreativas mostraram-se 

importantes na imunossupressão, em modelo de transplante de pele (Moore et al., 

2015), assim como na prevenção de GVHD (Sela et al., 2011). Assim, acreditamos que 

a administração dos aloantígenos, em conjunto com o probiótico L.lactis selvagem, 

tenha sido importante para o efeito benéfico observado, provavelmente, ocorrendo a 

indução de células Treg aloespecíficas que tiveram atividade imunorreguladora 

direcionada ao aloenxerto, mesmo que  não tenha sido suficiente para induzir tolerância. 

Outro ponto relevante a ser discutido é sobre o uso de anti-inflamatório em 

nossos protocolos. Considerando a intensa inflamação inicial causada pelo processo 

cirúrgico e que o estímulo alogeneico, no transplante de pele, amplifica o processo 

inflamatório contra o aloenxerto, pensamos em utilizar um anti-inflamatório, com o 

objetivo de limitar o impacto inflamatório inicial. Escolhemos o celecoxibe, inibidor de 

ciclooxigenase 2, que atua  cascata da síntese de prostaglandina (Vane, 1971), uma vez 

que, as prostaglandinas são importantes na iniciação de respostas imunes inflamatórias, 

desencadeando diferentes processos e mecanismos (Kalinski, 2012), como por exemplo, 
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a indução de angiogenêse (Salcedo et al., 2003) e a diferenciação de  populações 

celulares pró-inflamatórias, como as Th17 (Boniface et al., 2009).  

A utilização de inibidores de prostaglandinas foi muito explorada em modelos 

experimentais e tratamento de câncer (Arun e Goss, 2004; Sandler e Dubinett, 2004; 

Wulff et al., 2010). Assim, acreditávamos que a sua utilização, em conjunto com os 

nossos protocolos, poderia minimizar a inflamação local inespecífica pela inibição da 

síntese de prostaglandina, favorecendo a ação potencialmente imunorreguladora do 

L.lactis Hsp65. Entretanto, diferentemente do que pensávamos, nossos resultados 

mostram que a utilização do anti-inflamatório não foi potente, o suficiente, de forma a 

favorecer a sobrevida do aloenxerto. Apesar desse resultado, é possível que o celecoxibe 

tenha tido alguma ação sinérgica com o efeito benéfico do L.lactis, em combinação com 

aloantígenos, uma vez que, a mediana de sobrevida do grupo que recebeu aloantígenos e 

L. lactis, em conjunto com o celecoxibe, teve significância maior, em relação ao grupo 

controle, do que aquele com L.lactis sem celecoxibe.  

Uma questão importante a ser abordada sobre o uso de anti-inflamatório, no 

transplante, é a dificuldade da sua tradução para a clínica, em especial em relação ao 

celecoxibe, uma vez que ele possui efeito nefrotóxico (Perazella e Eras, 2000; Woywodt 

et al., 2001). Assim, considerando que os efeitos adversos da utilização desse anti-

inflamatório são grandes e que, o uso de imunossupressores, na clínica, é indispensável, 

atualmente, não nos parece ser justificável a utilização de um anti-inflamatório.  Uma 

alternativa válida seria explorar a utilização de baixas doses de imunossupressores, em 

nossos protocolos, pensando em maior potencial de aplicação na clínica. 

Em resumo, apesar da administração da Hsp65 expressa pelo L.lactis não ter 

induzido tolerância, nem mesmo influenciar na evolução do aloenxerto de pele, 
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concluímos que a manipulação da microbiota por meio da administração do probiótico 

L.lactis selvagem foi benéfica. Acreditamos que esta terapia combinada tenha 

estimulado mecanismos imunorreguladores na mucosa intestinal e, com a administração 

de aloantígenos, tenha ocorrido indução de células antígeno-específicas com atividade 

imunorreguladora, capazes de controlar a agressão ao enxerto, mesmo que parcialmente, 

com a participação de TGF-beta. Nossas perspectivas para a continuidade desta linha de 

pesquisa envolvem o aprimoramento nos protocolos, com aumento no tempo da 

exposição dos probióticos e aloantígenos, o uso de animais convencionais e, 

possivelmente, uso de baixas doses de imunossupressores, pensando na perspectiva de 

tradução para a clínica.   
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6. Conclusões 

 

1- O probiótico L.lactis que expressa a Hsp65, administrado pela via oral, não 

foi capaz de induzir tolerância ao aloenxerto de pele, tampouco aumento de 

sua sobrevida, indicando que, neste contexto e nessas condições, a Hsp65 

não induziu a ativação de mecanismos imunorreguladores capazes de 

controlar a resposta inflamatória dirigida ao aloenxerto.  

 

2- A administração oral de L.lactis selvagem, em combinação com a prévia 

exposição a aloantígenos do doador, induziu um aumento significativo na 

sobrevida do aloenxerto de pele, indicando que este probiótico induz 

mecanismos imunorreguladores capazes de controlar, mesmo que 

parcialmente, a resposta inflamatória dirigida ao aloenxerto. Considerando 

que o efeito benéfico foi observado apenas com a prévia exposição do 

receptor a aloantígenos do doador, assim como a maior expressão de TGF 

beta no enxerto, neste grupo, interpretamos que os efeitos imunorreguladores 

desencadeados pelo probiótico envolvem o controle da resposta imune 

inflamatória específica a aloantígenos do doador, com a participação de TGF 

beta.  

 

3- A utilização do anti-inflamatório, celecoxibe, visando à diminuição do 

processo inflamatório inespecífico inicial, do transplante, não induziu efeito 

benéfico significativo, em relação à sobrevida do aloenxerto. Isto indica que 

os mecanismos de ação deste anti-inflamatório, mesmo que suprimindo 
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parcialmente a inflamação, não contribuem para a inibição da resposta 

inflamatória específica a aloantígenos do doador e a agressão ao enxerto.  
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