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RESUMO 

 

A linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) é o modelo experimental mais 

utilizado para estudar o Diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) por desenvolver espontaneamente a 

doença semelhante à observada em humanos, tendo como característica marcante desse 

modelo a insulite, definida como infiltração de células inflamatórias nas ilhotas pancreáticas. 

Células dendríticas (DCs) e macrófagos são células apresentadoras de antígenos (APCs), 

presentes em grandes quantidades no pâncreas de camundongos NOD e desempenham 

papel importante na iniciação e progressão da resposta autoimune até o processo final onde 

ocorre a destruição das células beta pancreáticas. A expressão da enzima indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO), é um fator importante para a atividade tolerogênica das DCs, atuando no 

catabolismo do triptofano e produzindo metabólitos que suprimem os linfócitos T efetores e 

estimulam a diferenciação das células T reguladoras. No presente estudo investigamos os 

mecanismos in vitro pelos quais o tratamento com o extrato aquoso liofilizado das folhas de 

Passiflora alata (EALFPA) podem modular as células apresentadoras de antígenos derivadas 

da medula óssea (BM-APCs) e influenciar sua capacidade de polarizar linfócitos T. O modelo 

in vitro foi estabelecido utilizando culturas mistas de células apresentadoras de antígenos 

provenientes da medula óssea (BM-APCs) e linfócitos T de camundongos NOD, juntamente 

com células MIN6 (linhagem de células beta produtoras de insulina) sob estresse como fonte 

de antígenos de células β pancreáticas. Mostramos que a concentração de 300 µg/mL com 

EALFPA reduziu a proliferação de linfócitos T efetores CD4 e CD8 em camundongos 

diabéticos, mas não em camundongos não diabéticos, e diminuiu a liberação de citocinas IL-

6 e IFN-γ nos sobrenadantes das culturas celulares. Além disso, observamos o aumento de 

linfócitos T reguladores (Tregs) CD4+CD25+FoxP3+ de camundongos diabéticos. Esses 

resultados podem ser parcialmente explicados pelos efeitos do EALFPA em BM-APCs, onde 

regulam negativamente a expressão da molécula coestimuladora CD86 e aumentam a 

expressão de IDO-1 em F4/80+ BM-APCs. Os resultados apresentados nos permite um melhor 

entendimento das propriedades imunomoduladoras dos polifenóis presentes nas folhas de P. 

alata, ou seja, sugerem indução das células apresentadoras de antígenos tolerogênicas com 

polarização para um perfil de Treg diminuindo a atividade dos linfócitos T efetores CD4+ e 

CD8+,  contribuindo assim para a melhor compreensão de seus efeitos antiinflamatórios e com 

a possível translacionalidade para protocolos clínicos e interferência na evolução do diabetes 

autoimune.       

     

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, Células dendríticas, Passiflora alata e camundongos 

NOD. 



 
 

ABSTRACT 

 

 

The strain of NOD (non-obese diabetic) mice is the most used experimental model to study 

Type 1 Diabetes Mellitus (DM-1) because it spontaneously develops a disease similar to that 

observed in humans, with insulitis as a striking feature of this model, defined as infiltration of 

inflammatory cells into the pancreatic islets. Dendritic cells (DCs) and macrophages are 

antigen-presenting cells (APCs), present in large amounts in the pancreas of NOD mice and 

play an important role in the initiation and progression of the autoimmune response to the final 

process where the destruction of pancreatic beta cells occurs. The expression of the enzyme 

indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), is an important factor for the tolerogenic activity of DCs, 

acting in the catabolism of tryptophan and producing metabolites that suppress effector T 

lymphocytes and stimulate the differentiation of regulatory T cells. In the present study, we 

investigated the in vitro mechanisms by which treatment with lyophilized aqueous extract of 

Passiflora alata leaves (LAEPAL) can modulate bone marrow-derived antigen-presenting cells 

(BM-APCs) and influence their ability to polarize T lymphocytes. The in vitro model was 

established using mixed cultures of bone marrow antigen-presenting cells (BM-APCs) and T 

lymphocytes from NOD mice, together with MIN6 cells (insulin-producing beta cell line) under 

stress as a source of pancreatic β cells antigens. We showed that the concentration of 300 

µg/mL with LAEPAL reduced the proliferation of CD4 and CD8 effector T lymphocytes in 

diabetic mice but not in non-diabetic mice and decreased the release of IL-6 and IFN-γ 

cytokines in cell culture supernatants. Furthermore, we observed increased regulatory T 

lymphocytes (Tregs) CD4+CD25+FoxP3+ in diabetic mice. These results can be partially 

explained by the effects of LAEPAL on BM-APCs, where it downregulates the expression of 

the costimulatory molecule CD86 and increases the expression of IDO-1 in F4/80+ BM-APCs. 

The results presented allow us a better understanding of the immunomodulatory properties of 

polyphenols present in P. alata leaves; that is, they suggest induction of tolerogenic antigen-

presenting cells with polarization towards a Treg profile, decreasing the activity of effector T 

lymphocytes CD4+ and CD8+, thus contributing to a better understanding of its anti-

inflammatory effects and with the possible translation into clinical protocols and interference in 

the evolution of autoimmune diabetes. 

 

Keywords: Type 1 diabetes mellitus, Dendritic cells, Passiflora alata and NOD mice. 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Compostos fenólicos identificados nas folhas de Passiflora alata pela 

técnica HPLC, vitexina, isoorientina, catequina e 

rutina................................................................................................................... 

           

         

     31 

  

Figura 2: A) Folhas do maracujá doce (Passiflora alata Curtis). B) Folhas de 

Passiflora alata secas e trituradas em estufa.................................................... 

 

     32       

    

Figura 3: Preparo do Extrato Aquoso Liofilizado das folhas de P. 

alata.................................................................................................................... 

            

     34  

 

Figura 4: Fluxograma do tratamento in vitro dos camundongos NOD diabéticos 

e não diabéticos................................................................................................... 

            

     35   

 

Figura 5: Figuras representativas do procedimento de extração de medula 

óssea de camundongos NOD. Etapas 1 e 2: Incisão do camundongo e retirada 

dos fêmures e tíbias. Etapas 3 e 4: Lavagem dos ossos e retirada a medula 

óssea. Etapa 5: Suspensão de células da medula óssea e posteriormente 

levadas a cultura para diferenciação com a citocina GM-CSF durante 7 

das....................................................................................................................... 

 

 

 

 

 

          

     36 

  

Figura 6: Imagem representativa do procedimento de manutenção das células 

MIN6 sob estresse celular com meio com concentração alta de glicose (100 

mM) durante 24 horas.......................................................................................... 

 

                        

     37   

  

Figura 7: Imagem representativa da extração de linfócitos dos camundongos 

NOD diabéticos e não diabéticos por adesão celular em coluna de lã de nylon. 

Etapa 1: Extração do baço. Etapas 2 e 3: Baço sendo macerado e suspensão 

celular sendo homogeneizada. Etapa 4: Preparo e filtração da solução ACK. 

Etapa 5: Suspensão celular com lise de hemácias. Etapa 6: Incubação das 

células em lã de nylon. Etapa 7: contagem de linfócitos em câmera de 

Neubauer............................................................................................................. 

 

 

 

 

 

              

     38 

  

Figura 8: Imagens representativas para o preparo de cultura mista. Etapa 1: 

Preparação do extrato aquoso liofilizado. Etapa 2: extração e diferenciação da 

 

 



 
 

medula óssea por 7 dias em células dendríticas. Passo 3: Células MIN6 sob 

estresse celular por 24 horas. Passo 4: Extração de linfócitos retirados do baço 

dos camundongos através da coluna de lã de nylon. E Etapa 5: Incubação por 

96 horas de células dendríticas, células MIN6, linfócitos e as concentrações de 

extrato aquoso liofilizado de Passiflora alata....................................................... 

 

 

 

              

     40 

  

Figura 9: Placas representativa do tratamento in vitro das culturas celulares 

mistas com células dendríticas, MIN6, e linfócito T. Segue a classificação dos 

grupos: C+ (controle celular proliferativo com 5 µg/mL de (ConA)). NT (cultura 

não tratada). E os demais poços as concentrações de EALFPA 100, 200, 300 

e 500 µg/mL. (A) Placa para viabilidade celular. (B) Placa para Proliferação de 

linfócitos T e marcadores de BM-APCs. (C) Placa de Linfócito T regulador e 

dosagem de citocinas.......................................................................................... 

 

 

 

 

 

              

     42     

  

Figura 10: Imagens representativas das culturas celulares das populações 

selecionadas com base no tamanho (FSC- Forward Scatter – Painel A) e 

complexidade interna (SSC-Side Scatter – Painel B). No painel B é possível 

separar as populações viáveis e mortas. No quadrante C dentre as células 

viáveis selecionadas era possível separar populações de linfócitos CD4+ e 

CD8+. E no quadrante D as mesmas populações de CD4+ e CD8+ que estão 

em proliferação.................................................................................................... 

 

 

  

 

 

               

     44      

  

Figura 11: Imagens representativas das populações selecionadas com base 

no FSC (Painel A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as 

populações viáveis e mortas. No quadrante C dentre as células viáveis 

selecionadas foi possível separar populações de CD4+ e no quadrante D, CD4+ 

CD25+ FoxP3....................................................................................................... 

  

 

   

            

     45 

  

Figura 12: Imagens representativas das populações selecionadas com base 

no FSC (Painel A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as 

populações viáveis e mortas. No quadrante C dentre as células viáveis 

selecionadas foi possível separar populações de CD4+ e no quadrante D as 

mesmas populações de CD4+ e IL-2+................................................................ 

 

 

 

              

     46     

  

Figura 13: Imagens representativas das populações selecionadas com base 

no FSC (Painel A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as 

  

 



 
 

populações viáveis e mortas e selecionar a população de interesse F4/80. No 

quadrante selecionar dentro de F4/80 a população de CD86+ e no quadrante D 

a IDO+.................................................................................................................. 

 

Figura 14: Imagem representativa da quantificação das citocinas realizada 

pelo kit Legendplex Mouse Inflammation Panel................................................... 

 

              

     47       

 

                    

     49       

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE GRÁFICOS 

 

Gráfico 1:  Frequência cumulativa sobre a incidência do diabetes nos 

camundongos NOD ShiLt/J. Observa-se que 80,8% dos animais ficaram 

diabéticos ao longo das 30 semanas de vida......................................................... 

          

   

      51      

 

Gráfico 2: Gráfico representativo da frequência (%) de células mortas (barras 

cinzas) e células viáveis (barras brancas) em culturas mistas de camundongos 

NOD diabéticos. *p< 0,05 (n=15). Análise estatística de Kruskal-Wallis com pós 

teste de Dunn......................................................................................................... 

 

                

 

       

      52 

 

Gráfico 3: Proliferação de células T CD4+ em culturas mistas (linfócitos, BM-APC 

e células MIN6 sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C 

representam a média±EPM de CD4+CFSElow (população em proliferação de 

linfócitos T CD4+) de camundongos NOD diabéticos (A) e não diabéticos (C). As 

barras pretas representam as culturas submetidas ao mitógeno Concanavalina A 

(ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas sem tratamento 

(NT), as barras cinzas são culturas tratadas com 100, 200 e 300 µg/mL de 

EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos não 

diabéticos tratada com 300 µg/mL de EALFPA. Alinha tracejada horizontal 

representa níveis basais de proliferação de linfócitos T não estimuladas. Os 

painéis B e D são gráficos de pontos mostrando o CFSEhigh (superior direito, 

linfócitos T CD4+ não proliferativas) e CFSElow (superior esquerdo, T CD4+ 

proliferativas) de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos, 

respectivamente. *p< 0,05 (n=15) em comparação com o grupo NT. Para a 

análise estatística utilizamos Kruskal-Wallis com pós teste de 

Dunn...................................................................................................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

     

 

                 

       

      54 

 

Gráfico 4: Proliferação de linfócitos T CD8 em culturas mistas (linfócitos, BM-

APC e células MIN6 sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C 

representam a média±EPM de CD4+CFSElow (população em proliferação de 

linfócitos T CD8+) de camundongos NOD diabéticos (A) e não diabéticos (C). As 

barras pretas representam as culturas submetidas ao mitógeno Concanavalina A 

(ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas sem tratamento 

(NT), as barras cinzas são culturas tratadas com 100, 200 e 300 µg/mL de 

EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos não 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

diabéticos tratada com 300 µg/mL de EALFPA. A linha tracejada horizontal 

representa níveis basais de proliferação de células T não estimuladas. Os painéis 

B e D são gráficos de pontos mostrando o CFSEhigh (superior direito, linfócitos 

T CD8+ não proliferativas) e CFSElow (superior esquerdo, T CD4+ proliferativas) 

de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos, respectivamente. *p< 0,05 

(n=15) em comparação com o grupo NT. Para a análise estatística utilizamos 

Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn.................................................................... 

 

 

 

 

 

          

      56 

 

Gráfico 5: Detecção de IL-2 intracelular em linfócitos T CD4+ em culturas mistas 

(linfócitos T e células MIN6, estimuladas (+) ou não com BM-APCs (-), e tratadas 

com EALFPA. Os painéis A e C representam a média±EPM da porcentagem de 

linfócitos T CD4+ que produzem citocina IL-2 não estimuladas (A) ou estimuladas 

(C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com 300 µg/mL de EALFPA 

(barras cinzas), foram comparadas com culturas não tratadas (NT – barras 

brancas). Os painéis B e D são gráficos de pontos representativos mostrando 

células T CD4+ IL-2+ (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a análise 

estatística utilizamos Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn 

................................................................................................................................ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      58 

 

Gráfico 6: Detecção de IL-2 intracelular em linfócitos T CD8 em culturas mistas 

(linfócitos T e células MIN6, estimuladas (+) ou não com BM-APCs (-), e tratadas 

com EALFPA. Os painéis A e C representam a média±EPM da porcentagem de 

linfócitos T CD8 que produzem citocina IL-2 não estimuladas (A) ou estimuladas 

(C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com 300 µg/mL de EALFPA 

(barras cinzas), foram comparadas com culturas não tratadas (NT, barras 

brancas). Os painéis B e D são gráficos de pontos representativos mostrando 

células T CD8+ IL-2+ (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a análise 

estatística utilizamos Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn.................................. 

 

 

 

 

 

 

 

                   

            

      59 

 

Gráfico 7: Quantificação de citocinas em sobrenadantes de culturas celulares 

mistas de linfócitos T de camundongos NOD e células MIN6 sob estresse, 

estimuladas (+) ou não estimuladas (-) com BM-APCs e tratadas com EALFPA. 

Os painéis representam a média±EPM das concentrações das citocinas: IL-6 (A 

e B), TNF-α (C e D), IFN-γ (E e F), IL-17A (G e H) e IL -10 (I e J) em 

sobrenadantes de culturas celulares de culturas celulares mistas não 

estimuladas (BM-APCs, barras esquerdas) ou estimuladas (BM-APCs, barras 

 

 

 

 

 

 

 

              



 
 

direitas) tratadas com 300 µg/mL de EALFPA (barras cinzas) e no grupo controle 

(barras brancas). ****p<0,0001, *p<0,05 (n=15). Para este ensaio utilizamos a 

análise estatística com o Teste de Mann Whitney................................................... 

 

           

      61 

 

Gráfico 8: Frequência de CD25+Foxp3+ Tregs em linfócitos T CD4+ de 

camundongos NOD diabéticos e não diabéticos em culturas celulares mistas 

compostas por linfócitos T, BM-APCs e células MIN6 sob estresse tratadas com 

EALFPA. Os painéis A e C representam a média±EPM das porcentagens de 

CD4+CD25+Foxp3+ Tregs em cultura celular mistas com linfócitos T de 

camundongos NOD diabéticos (A) ou não diabéticos (C), tratados com 300 µg/mL 

de EALFPA (barras cinzas) ou não tratados (barras pretas). Os painéis B e D são 

gráficos de pontos representativos mostrando porcentagens de Tregs 

CD25+Foxp3+ (quadrante superior direito) na população de linfócitos T CD4+. 

****p<0,0001 (n=15). Para este ensaio utilizamos a análise estatística Teste de 

Mann Whitney......................................................................................................... 

 

 

 

 

 

     

 

 

          

       

           

      62 

 

Gráfico 9: Expressão de CD86 e IDO-1 em F4/80+ BM-APCs tratadas in vitro 

com EALFPA. Os painéis A e B representam a média±EPM da mediana da 

intensidade de fluorescência do fluorocromo conjugado com anticorpos 

monoclonais direcionados à molécula coestimuladora CD86 (A) e enzima IDO-1 

(B) em F4/80+ BM-APCs tratados (barras cinzas) ou não tratados (barras pretas) 

com 100, 200 e 300 µg/mL de EALFPA. *p<0,05; **p<0,01 (n=15), em 

comparação com o grupo NT. Para este ensaio utilizamos a análise estatística 

de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn.............................................................. 

 

 

 

 

 

 

         

    

      64      

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

ACK - Cloreto-Potássio e Amônio 

APCs - Células apresentadoras de antígeno  

BM-APCs - Células apresentadoras de antígeno provenientes da medula óssea 

CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica  

CFSE - Succinimidil ester de carboxifluoresceína - Sonda de proliferação - cell-dye  

ConA - Concanavalina A 

DCs - Células dendríticas 

DM-1 - Diabetes Mellitus tipo 1 A 

DMEM - Dulbecco´s modified Eagle´s médium  

EALFPA - Extrato Aquoso Liofilizado das Folhas de Passiflora alata  

EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético  

ELISA - Ensaio de imunoabsorção enzimático  

ERNs - Espécies reativas de nitrogênio  

EROs - Espécies reativas de oxigênio  

FITC - Isotiocianato de fluoresceína  

FSC - Forward Scatter 

GM-CSF - fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos 

IDO - Indoleamina 2,3-dioxigenase 

IL-1B - Interleucina-1B  

IL-2 - Interleucina 2  

IL-4 - Interleucina 4  

IL-5 - Interleucina 5  

IFN - Interferon  

LIT - Laboratório de Imunologia Translacional 

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade 

MIN6 - Células beta linhagem de insulinoma de murinho  

NFKB - Fator de transcrição NF-kappa beta  

NK - Natural Killer   

NO - Óxido nítrico  

NOD-Shilt-J – camundongo diabético não obeso   

P. alata - Passiflora alata Curtis  

PBS - tampão fosfato-salino  

PE - Ficoeritrina  

Percp - Proteínas Peridinina-Chropila  



 
 

RPMI - Roswell Park Memorial Institute  

SFB - Soro fetal bovino 

SPF - (Specific Pathogens Free) Livre de patógenos comuns 

SSC - Side Scatter 

TH1 - Células T helper 1  

TH2 - Células T helper 2  

TNF - Fator de necrose tumoral  

TRF - Triptofano 

UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO...................................................................................................... 

Hipótese de Trabalho............................................................................................. 

      20 

      23    

2. OBJETIVOS......................................................................................................... 

2.1. Objetivo geral..................................................................................................... 

2.2. Objetivos específicos......................................................................................... 

      24         

      24 

      24    

3. REVISÃO DA LITERATURA................................................................................ 

3.1. Diabetes Mellitus tipo 1 A.................................................................................. 

3.2. Camundongos NOD (non-obese diabetic)......................................................... 

3.3. Papel das células dendríticas na progressão do Diabetes................................ 

3.4. Células MIN6..................................................................................................... 

3.5. Estresse oxidativo e Compostos Antioxidantes................................................. 

3.6 Antioxidantes presentes no Passiflora alata Curtis.............................................  

      25 

      25     

      25 

      26          

      28 

      29       

      30  

4. MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................       32 

4.1. Processamento das folhas de Passiflora alata Curtis.......................................  

4.2. Preparo das soluções e meios de culturas utilizados........................................ 

4.2.1. Solução para lavagem da medula óssea........................................................ 

4.2.2. PBS e EDTA 10 mM....................................................................................... 

4.2.3. Meio DMEM 11 mM e DMEM 25 mM completo.............................................. 

4.2.4. Meio de cultura RPMI 1640 completo............................................................. 

4.2.5. Meio de congelamento.................................................................................... 

4.2.6. Tripsina com Hanks........................................................................................ 

4.3. Preparo do extrato aquoso liofilizado das folhas de Passiflora alata (EALFPA) 

para tratamento in vitro.............................................................................................. 

4.4. Modelos Experimentais e Sacrifício dos animais............................................... 

4.5. Diferenciação in vitro de células dendríticas derivadas da medula óssea de 

camundongos NOD diabéticos................................................................................. 

4.6. Manutenção e cultivo das Células MIN6............................................................ 

4.7. Extração de linfócitos para os ensaios de cultura mista.................................... 

4.8. Preparo da cultura mista (DCs, MIN6 e linfócitos T) de camundongos 

NOD.......................................................................................................................... 

4.9. Proliferação de linfócitos.................................................................................... 

4.10. Avaliação Tregs e IL-2..................................................................................... 

4.11. Avaliação dos marcadores celulares de DCs tolerogênicas na presença de 

células MIN6............................................................................................................. 

      32 

      32 

      32 

      32 

      33 

      33 

      33 

      33 

 

      33 

      34 

 

      36 

      37 

      37 

 

      39 

      43 

      44 

 

      46 



 
 

4.12 Análise de Citometria de fluxo.......................................................................... 

4.13. Quantificação das citocinas............................................................................. 

4.14. Análise Estatística............................................................................................ 

      48 

      48 

      50 

4.15. Formatação do texto........................................................................................       50   

5. RESULTADOS..................................................................................................... 

5.1 Incidência do Diabetes........................................................................................ 

5.2. O EALFPA inibe a proliferação de células T de camundongos NOD diabéticos, 

mas não afeta a proliferação de IL-2.......................................................................... 

5.3. Modulação de citocinas em culturas celulares mistas de linfócitos T de 

camundongos NOD com BM-APC e células MIN6 tratadas com 

EALFPA................................................................................................................... 

5.4. EALFPA induz Tregs CD25+ FoxP3+ em culturas mistas de linfócitos T de 

camundongos NOD com BM-APC e células MIN6 sob estresse............................. 

5.5. O EALFPA modula a expressão da molécula coestimuladora CD86 e da 

enzima IDO-1 in vitro em F4/80+ de culturas celulares compostas por BM-

APC.......................................................................................................................... 

6. DISCUSSÃO......................................................................................................... 

7. CONCLUSÃO....................................................................................................... 

8. REFERÊNCIAS.................................................................................................... 

ANEXO I – Comissão de Ética no Uso de Animais.............................................. 

ANEXO II – Comissão de Ética no Uso de Animais – Aditivo............................. 

ANEXO III – Artigo publicado na revista Cytokine................................................ 

 

 

      51          

      51 

 

      51    

 

 

      60 

 

      62 

 

 

      63 

      65 

      72 

      73 

      79 

      80 

      81   

 

         

 

         

 

         

         

         

 

 

         

 



20 
 

1.INTRODUÇÃO 

  

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) autoimune é uma doença endócrina no qual o 

metabolismo de glicose se altera devido a deficiência de insulina decorrente de um ataque 

autoimune às células beta pancreáticas responsáveis por sua produção e liberação (1, 2). 

Vários mecanismos são propostos para explicar a quebra da tolerância imunológica no DM-

1, incluindo a predisposição genética e fatores ambientais, os quais favorecem o 

desencadeamento de mecanismos autoimunes (3). A hiperglicemia crônica induzida pela 

sobrecarga de glicose leva ao processo infamatório nas ilhotas pancreáticas gerando as 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) que 

comprometem a função das células beta pancreáticas, resultando na disfunção da sua 

atividade secretora (4). 

A linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) ShiLt/J é modelo 

experimental de animais predispostos a desenvolver o diabetes autoimune espontâneo, 

amplamente usado para estudar a imunopatologia do diabetes tipo 1, com similaridade à 

doença humana. Apresenta incidência da doença entre 70-100% nas fêmeas, e 40-60% nos 

machos, até a 30ª semana de vida (5-8). 

As células dendríticas (DCs) presentes no pâncreas destes camundongos captam 

antígenos derivados de células β pancreáticas, migram para os linfonodos e ativam linfócitos 

T CD4 e CD8 específicos de ilhotas não ativadas. Dependendo dos sinais entregues à linfócito 

T pelas DCs, as células T se diferenciam em células efetoras inflamatórias, como linfócitos T 

auxiliares (Th1), anti-inflamatórias (Th2) ou células reguladoras (Treg). Os linfócitos T 

específicos de ilhotas ativadas migram para o pâncreas, onde se infiltram e se acumulam ao 

redor das ilhotas. Os primeiros infiltrados parecem ser dominados por células Th2 e Treg; 

mecanismo chamado o de periinsulite, pois há pouca invasão nas ilhotas. Em algum momento, 

o infiltrado se torna invasivo e começa a entrar e destruir as células β pancreáticas, e o 

equilíbrio entre as populações de linfócitos T reguladoras e inflamatórias é perdido. Os fatores 

precisos que desencadeiam tanto a perda da auto tolerância quanto o desenvolvimento da 

insulite invasiva não são bem consolidados e compreendidos (9). As DCs desempenham 

papéis importantes em todos os estágios da resposta autoimune no DM1 devido ao seu papel 

fundamental na ativação de linfócitos  T não ativados e na manutenção da autotolerância (10). 

Sendo assim, as DCs podem participar da regulação do DM1, por ser um distúrbio 

relacionado a ação dos linfócitos T autorreativos contra as células β pancreáticas (11). 

A regulação das DCs na morfogênese dos linfócitos T é essencial para a 

manutenção da homeostase imunológica. No entanto, na presença de linfócitos T 

autorreativos, a apresentação de DCs de autoantígenos de células β pode estimular a 
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ativação desses linfócitos T e interromper o equilíbrio entre estimulação imunológica e 

imunossupressão. O desequilíbrio resultante pode levar à inflamação crônica, que pode 

evoluir para DM-1 (12). 

Quando o ambiente celular fornece sinais tolerogênicos, as DCs falham em induzir 

a proliferação de linfócitos T e então tendem a induzir a tolerância. As DCs mostraram guiar 

a diferenciação de linfócitos T autorreativos em células efetoras pró-inflamatórias capazes de 

interromper a biossíntese de insulina das ilhotas, induzindo a morte de células β (13, 14). A 

morte de células β durante a progressão da insulite é provavelmente desencadeada pela 

estimulação de DCs ativadas da diferenciação de linfócitos Th0 autorreativos naives em 

linfócitos  T efetoras que produzem uma variedade de citocinas pró-inflamatórias e moléculas 

de radicais livres (15).  

O mecanismo de tolerância mediado por DCs pode ocorrer por meio da privação 

de aminoácidos essenciais por depleção dos níveis celulares de triptofano, produção de 

quinureninas que são conhecidas por serem tóxicas para os linfócitos T pró-inflamatórias e 

indução de linfócitos T reguladores (11, 16). 

Uma vez que as células apresentadoras de antígenos (APCs), como DCs e 

macrófagos, desempenham papel fundamental na ativação da resposta de linfócitos T (11, 

17), elas se tornam um alvo potencial para intervenções imunomoduladoras com fármacos 

(18, 19), anticorpos monoclonais (20) e produtos naturais derivados de plantas como 

polifenóis (19, 21, 22). 

Os linfócitos desempenham papel central no dano das ilhotas pancreáticas. 

Linfócitos T CD4+ produzem citocinas que ativam a proliferação e diferenciação de linfócitos 

T efetores específicos. Por outro lado, linfócitos T CD8+ com função citotóxica, liberam 

perforinas e grânulos de granzimas induzindo a apoptose por meio da interação Fas/Fas L(5, 

7). No presente estudo investigamos mecanismos imunomoduladores no processo de 

regulação de linfócitos T específicos. 

Em estudos prévios mostramos a diminuição do processo inflamatório nas células 

β das ilhotas pancreáticas (insulite) tanto in vitro quanto in vivo, onde camundongos NOD 

foram submetidos ao tratamento crônico por via oral com extrato aquoso das folhas de 

Passiflora alata, indicando a importância de polifenóis presentes neste extrato devido as suas 

propriedades antioxidantes, antiinflamatórias e antiproliferativas (23, 24). 

Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais o extrato aquoso atua 

na proteção dessas ilhotas. Durante o diabetes tipo 1, células do sistema imune invadem as 

ilhotas pancreáticas levando a destruição das células β. A diminuição do número de células 

do infiltrado celular nas ilhotas dos animais tratados pode ter ocorrido devido a fatores como 

a migração e a proliferação de células do sistema imune. Assim a partir destas considerações, 

a proposição deste trabalho é investigar os mecanismos imunomoduladores e 
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imunorreguladores pelos quais o tratamento com o extrato aquoso liofilizado das folhas de 

Passiflora alata (EALFPA) possam atuar modulando as DCs derivadas da medula óssea de 

camundongos NOD, consequentemente interferindo no processo de regulação de linfócitos T 

específicos e na expressão da enzima IDO, o que poderia contribuir para o desenvolvimento 

de novos medicamentos que poderiam prevenir a evolução do diabetes autoimune. 
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Hipótese de Trabalho: Compostos fenólicos presentes nas folhas do extrato aquoso 

liofilizado de Passiflora alata Curtis modulam a resposta inflamatória sobre as células 

dendríticas tolerogênicas derivadas da medula óssea de camundongos NOD interferindo na 

regulação de linfócitos T e consequentemente na expressão do DM1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral: Avaliar em culturas celulares in vitro os efeitos do tratamento com o 

extrato aquoso liofilizado das folhas de Passiflora alata em células dendríticas (originadas a 

partir de células precursoras obtidas da medula óssea de camundongos NOD) na presença 

de células MIN6 e linfócitos T. 

 

2.2. Objetivos Específicos:  

 

• Nas culturas mistas acima descritas (BM-APCs, MIN6 e linfócitos), avaliar a: 

 

- Proliferação de linfócitos viáveis TCD4+ e TCD8+, com a utilização da sonda CFSE 

em ensaios de citometria de fluxo; 

 - Capacidade da DC modular populações efetoras de linfócitos T provenientes nos 

grupos experimentais, considerando como antígenos as células MIN6; em ensaios de 

culturas mistas. 

- Liberação das citocinas IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-17A e IL-10 nos sobrenadantes de 

culturas mistas. 

 - A expressão da molécula co-estimuladora CD86, bem como da enzima IDO na 

diferenciação celular, submetidas ou não ao tratamento de EALFPA nas doses de 100,200 e 

300 µg/mL em população positiva para o marcador F4/80+. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Diabetes Mellitus tipo 1 A 

 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) é uma doença autoimune crônica e representa 

5 a 10% dos casos de diabetes, é um distúrbio endócrino no qual o metabolismo de glicose é 

alterado devido a deficiência de insulina após a destruição das células β pancreáticas 

responsáveis por sua produção e liberação, levando ao aumento dos níveis de glicose no 

sangue (hiperglicemia) (13, 25). Vários mecanismos têm sido propostos para quebrar a 

tolerância imunológica no DM-1, como a predisposição genética do indivíduo e fatores 

ambientais, os quais parecem favorecer o desencadeamento de mecanismos autoimunes (3). 

A investigação da fisiopatologia do diabetes em humanos é limitada e por essa razão é comum 

o uso de modelos experimentais, como os camundongos non-obese diabetic (NOD), 

geneticamente predispostos ao desenvolvimento dessa doença. 

 

3.2. Camundongos NOD (non-obese diabetic) 

 

Os camundongos NOD representam um modelo experimental de DM-1, por 

desenvolver espontaneamente a doença similar ao observado em humanos. No Brasil a 

primeira colônia de camundongos NOD foi introduzida e implantada na Universidade Estadual 

de Campinas (Unicamp) por Pavin & Zollner (1994) a partir de colônias matrizes provenientes 

do laboratório INSERM U-25-Necker, Paris, França (26). Atualmente a linhagem de 

camundongos NOD foi reimplantada e mantida no Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica (CEMIB) da Unicamp definidas como NOD ShiLt/J a partir de matrizes adquiridas 

do Laboratório Jackson (Bar Harbor, ME EUA). As colônias matrizes são mantidas em 

condições germ-free no CEMIB e as proles são utilizadas nos experimentos no biotério do 

Laboratório de Imunologia Translacional (LIT), onde são mantidas em micro isoladores em 

condições livre de patógenos (SPF). A incidência de diabetes nessa linhagem é de 70-100% 

nas fêmeas e 40-60% nos machos, os quais desenvolvem espontaneamente o DM-1 até a 

30ª semana de vida (6). 

A fisiopatologia do diabetes autoimune na linhagem NOD possui duas fases, a 

pré-diabética caracterizada pela infiltração de linfócitos nas ilhotas pancreáticas e a segunda 

fase com a destruição das células beta pancreáticas, responsáveis pela produção de insulina 

e consequente hiperglicemia. As células mononucleares encontradas nesses períodos 

incluem linfócitos TCD4+ e TCD8+, células dendríticas, células NK, linfócitos B e CD11c+, as 

quais progridem e invadem as ilhotas pancreáticas. Os fatores ambientais, tais como 
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condições de habitação, saúde e dieta podem influenciar também no desenvolvimento do 

diabetes nesses animais (5, 7, 8). Os linfócitos TCD4+ produzem citocinas que atuam na 

proliferação e diferenciação de linfócitos T e macrófagos, enquanto os linfócitos TCD8+ 

exercem função citotóxica, onde atuam na liberação de grânulos de perforinas e granzimas e 

também induzem a apoptose pela interação Fas/Fas L (5, 6). 

 

3.3. Papel das células dendríticas na progressão do Diabetes 

 

As DCs constituem uma população heterogênea de células apresentadoras de 

antígenos (APCs) que estão presentes em quase todos os tecidos. Desempenham importante 

papel na regulação da resposta imunológica, são precursoras da medula óssea que deslocam 

dos vasos sanguíneos para os tecidos periféricos, onde estão presentes em diferentes fases 

de desenvolvimento, ativação e maturação (27). Devido ao seu papel, elas são crucias em 

todos os estágios da resposta autoimune em DM-1 devido ao seu papel fundamental na 

ativação de linfócitos T não ativados e na manutenção da auto tolerância (9). 

As DCs e macrófagos estão presentes em números elevados no pâncreas de 

camundongos NOD, onde desempenham papel importante na inicialização e progressão da 

resposta autoimune até o processo final onde ocorre a destruição das células β pancreáticas 

(28). Elas absorvem antígenos liberados derivados de células β e migram para os linfonodos 

drenantes e ativam linfócitos TCD4 e TCD8 específicos para as ilhotas. Dependendo dos 

sinais entregues aos linfócitos T através das DCs, os linfócitos T se diferenciam em células 

efetoras inflamatórias (como auxiliar Th1, Th2 ou células reguladoras (Treg). Os linfócitos T 

específicos nas ilhotas ativadas migram para o pâncreas, onde se infiltram e se acumulam ao 

redor das ilhotas.  Os primeiros infiltrados parecem ser dominados pelos linfócitos Th2 e Treg; 

isto é denominado periinsulite, pois há pouca invasão celular caracterizada ao redor da ilhota. 

Em determinado momento, o infiltrado inflamatório se torna invasivo e invade e destrói as 

células β. Assim, o equilíbrio entre os níveis de linfócitos T reguladores (Treg) e populações 

de células inflamatórias é perdido. Os fatores precisos que desencadeiam a perda de 

autotolerância e desenvolvimento de insulite invasiva não são bem compreendidos (9). 

Banchereau e Steinman, 1998 (17) demonstraram que na periferia as DCs 

imaturas captam antígenos e recebem sinais por meio de receptores de superfície, tornando-

se ativadas e capazes de induzir a diferenciação de linfócitos T inativados em células efetoras. 

No entanto, essas DCs podem não contribuir para a estimulação adequada dos linfócitos Treg, 

contribuindo assim para uma falha no controle do processo autodestrutivo no órgão alvo (17).  

As funções das células dendríticas são mediadas pela interação de linfócitos T e 

pela produção de citocinas; elas apresentam-se diminuídas na expressão da co-estimulação 

(CD80, CD86 e CD40) e moléculas de MHC classe II, bem como baixa capacidade de induzir 
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a proliferação de linfócitos T CD8+ diabetogênicos, em contraste com as DCs imunogênicas 

totalmente maduras (29).  

Um fator importante para a atividade tolerogênica das DCs é a expressão da 

enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual atua no catabolismo do triptofano gerando 

uma série de metabólitos conhecidos coletivamente como quinureninas, sendo que estes, 

atuam inibindo a proliferação e ativação de linfócitos T, promovendo a apoptose ou 

diferenciação dos linfócitos T para um perfil regulador (30, 31).       

A expressão da enzima IDO é aumentada pela estimulação de DCs com TGF- 

(32, 33). Todavia Pallota et al., 2014 (32) demonstraram que a atividade de sinalização de 

IDO é desencadeada em células dendríticas plasmocitóides (pDCs) pela transformação do 

fator de crescimento β (TGF-β), um evento que requer a via não canônica NF-κB e induz a 

expressão de IDO de longa duração e a produção autócrina de TGF-β, sustentando assim um 

fenótipo regulatório estável em pDCs. A expressão de IDO e a função catalítica são 

defeituosas em pDCs de camundongos NOD, e relataram que o TGF-β falhou em ativar a 

função de sinalização de IDO, bem como regular a expressão de IDO em pDCs de 

camundongos NOD. Viram também que a superexpressão de IDO em pDCs de camundongos 

NOD tratados com TGF-β também resultou na capacidade de pDC de suprimir a apresentação 

in vivo de autoantígeno de células β pancreáticas (32). 

Weaver et al., 2001 (34), mostraram que DCs mielóides, provenientes da medula 

óssea de camundongos NOD, estavam com níveis de ativação do fator de transcrição NF-kB 

mais elevados, quando comparados com as demais linhagens de camundongos Balb/c e 

C57BL. Com isso, os resultados obtidos sugerem que a ativação do NF-kB nas DCs de 

camundongos NOD pode levar a estimulação de linfócitos T.  

Okubo et al., 2016 (35), Salomon et al., 2000 (36)  e Sakaguchi et al., 2006 (37) 

mostraram que o linfócito T regulador (CD4+ CD25+ Foxp3+ (Tregs)) desempenham papel 

importante no controle da DM-1, com  frequência de Tregs reduzida em humanos e 

camundongos com DM-1 quando comparados a grupos saudáveis. Wu AJ et al., 2002 (38), 

observaram uma deficiência no número de linfócitos Tregs TCD4+ CD25+ no timo e no baço 

de camundongos NOD, onde a diminuição destas células são influenciadas pelo meio 

inflamatório de citocinas, e que efeitos diretos ou indiretos nos linfócitos Treg podem ser o 

principal mecanismo pelo qual o TNF regula autoimunidade no camundongo NOD.  

Favre et al., 2010 (39) mostraram que a produção de IDO em DCs, e a capacidade 

que essas células tem de inibir a proliferação dos linfócitos in vitro pela via do TRP, com 

propriedades imunomodulatórias em diversas doenças incluindo: alergia, câncer, doenças 

autoimunes e infecção por HIV.  
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A atividade enzimática da IDO leva a diminuição do TRP, induzindo a interrupção 

do ciclo celular no meio da fase G1, levando ao efeito antiproliferativo e aumentando a 

apoptose de linfócitos T.  

A tolerância imunológica em resposta à indução da enzima IDO leva à degradação 

do aminoácido essencial TRP e na produção de quinureninas nas quais destroem os linfócitos 

T pró-infamatórios e induzem a proliferação de linfócitos Treg (11-15). Estes linfócitos 

representam uma subpopulação de linfócitos TCD4 caracterizada pela expressão da molécula 

CD25+ (cadeia α do receptor de IL-2) e do fator de transcrição FoxP3. Tem a propriedade de 

induzir a supressão de linfócitos T efetores, impedindo sua ativação e função, sendo 

importante no controle da resposta imune (16).  

As células apresentadoras de antígenos profissionais derivadas da medula óssea 

podem ser diferenciadas de precursores de células hematopoiéticas usando estimulação in 

vitro com fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM CSF) (29, 40, 41). 

Esses protocolos de diferenciação apresentam fonte essencial de DCs imaturas, com baixa 

expressão de moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD40 e moléculas MHC classe II) e 

com capacidade insuficiente para estimular a proliferação de linfócitos T CD8+ diabetogênicos 

(29). Além disso, de maneira dose-dependente de GM-CSF, macrófagos com alta capacidade 

fagocitária e significativa similaridade com os macrófagos residentes in vivo também podem 

ser diferenciados, com alguns benefícios para seu uso como antiinflamatórios em estudos de 

triagem (41).  

 

 

3.4. Células MIN6 

 

Considerando o metabolismo da glicose as células MIN6 se assemelham às 

células β pancreáticas, característica não encontrada em outras linhagens celulares 

produtoras de insulina, sendo ferramenta útil em estudos experimentais em diabetes (42), 

assim como como a HIT (43), MIN6 (44), βTC (45), RIN (46) e INS-1(47). De forma geral, 

essas células têm a capacidade de estimular a secreção de insulina da mesma forma que às 

células beta pancreáticas (48). No entanto, as células MIN6 produzem hormônios das ilhotas, 

como insulina, glucagon, somatostatina e grelina. Nakashima et al., (2009) (44) mostraram 

também que as células MIN6 apresentam células predominantemente positivas para insulina, 

e também células duplamente positivas para insulina e glucagon/somatostatina, essas 

observações podem sugerir que MIN6 é principalmente uma linhagem celular produtora de 

insulina e pode apresentar um ambiente adequado para secretar a insulina por secreção 

concomitante de outros hormônios presentes nas ilhotas pancreáticas. Sendo assim, as 

células MIN6 podem ser usadas para estudar o desenvolvimento, diferenciação celular e 
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função das ilhotas pancreáticas. Além disso, as passagens sucessivas desta linhagem podem 

levar à diminuição da capacidade de secreção de insulina. Portanto, ao realizar experimentos, 

é recomendado utilizar células que tenham passado por número baixo de cultivos (44, 49).   

 

3.5. Estresse oxidativo e Compostos Antioxidantes  

 

O estresse oxidativo pode ser definido como um estado de desequilíbrio entre os 

fatores que geram radicais livres e os fatores que protegem o organismo, os antioxidantes 

(50, 51). O estresse oxidativo gerado durante o diabetes pode levar a oxidação de proteínas, 

carboidratos, enzimas, lipídeos de membrana, DNA e promovendo aumento do processo 

inflamatório no organismo (52, 53). A melhor compreensão do papel oxidativo no diabetes é 

importante para novas estratégias de tratamento. 

Os antioxidantes são moléculas presentes em baixas concentrações, que inibem 

o processo oxidativo, eliminando os radicais livres, atuando como agentes de redução. Os 

compostos antioxidantes atuam principalmente como sequestradores de radicais livres e 

inibidores essenciais na produção de oxidantes. Eles desempenham papel fundamental na 

neutralização ou eliminação das espécies reativas de oxigênio (EROs), espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) e a ligação de íons metálicos que são necessários para a produção das 

espécies oxidantes (54). 

Os mecanismos antioxidantes podem envolver processos enzimáticos e não 

enzimáticos. Os antioxidantes podem ser classificados como endógenos, como a glutationa 

peroxidase, a catalase e o superóxido dismutase. E também como antioxidantes exógenos, 

provenientes da nossa alimentação como vitaminas A, C , E , minerais,  flavonoides, entre 

outros (55).  

Os compostos fenólicos apresentam propriedade antioxidante no organismo com 

proteção celular dose dependente. Flavonoides e fenóis derivados da dieta, especialmente de 

fontes provenientes da infusão de folhas, têm sido investigados em diferentes modelos de 

cultura celular (56). Os resultados encontrados na literatura podem ser divididos basicamente 

em dois grupos; os compostos que atuam na proteção celular contra o estresse oxidativo e os 

que agem no combate de células tumorais, apresentando efeitos na prevenção da proliferação 

e indução a morte dessas células cancerígenas (57).  

Em estudos in vitro voltados para o diabetes, culturas de células β-pancreáticas 

apresentam sensibilidade ao estresse oxidativo onde as espécies reativas desempenham 

papel central na morte de células β, levando ao desenvolvimento do diabetes tipo 1 e possuem 

relevância no papel patogênico secundário do diabetes tipo 2 (58). Além disso, em culturas 

de células β pancreáticas, os flavonoides naturais mostraram efeitos protetores sob condições 

de estresse oxidativo (59). 
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No nosso trabalho anterior verificamos que o consumo de antioxidantes, 

provenientes do extrato aquoso do Passiflora alata Curtis, auxilia na diminuição de infiltrado 

celular (CD4 +, CD8+ e CD11c+), estresse oxidativo e apoptose nas ilhotas pancreáticas 

desses animais, além de conservar os níveis de insulina séria e glutationa reduzida no fígado 

e rins nesses animais (23). 

 

3.6 Antioxidantes presentes no Passiflora alata Curtis 

 

O gênero Passiflora possui cerca de 500 espécies no mundo, com muitas espécies 

endêmicas no Brasil (60). Dentre as espécies pertencentes ao gênero, a Passiflora alata Curtis 

(maracujá doce) se destaca por ser reconhecida como um fitoterápico pela Farmacopéia 

Brasileira (1977) sendo utilizada na terapia ansiolítica e por ser uma das espécies de interesse 

comercial no país (61). As suas folhas são utilizadas pela medicina popular brasileira como 

sedativo, tranquilizante e com ação hipoglicemiante para melhorar o controle do diabetes (62-

64).  

Na composição química do maracujá podemos encontrar compostos fenólicos 

como flavonoides (vitexina; isovitexina; orientina; rutina; quercetina; isoorientina; vitexina; 

alcaloides (harmana), saponinas, entre outras (65, 66).  

Em estudos anteriores, identificamos os compostos fenólicos presentes no extrato 

aquoso das folhas de P. alata (catequina, epicatequina, isoorientina, vitexina, isovitexina e 

rutina (23, 24) e investigamos sua ação antioxidante na incidência do diabetes em 

camundongos NOD, avaliamos o infiltrado inflamatório nas ilhotas pancreáticas, e o 

tratamento com o extrato aquoso foi capaz de diminuir a incidência do DM-1, reduzindo o 

infiltrado celular nas ilhotas pancreáticas (CD4+, CD8+ e CD11c+). Além disso, evidenciamos 

diminuição do estresse oxidativo e apoptose nas ilhotas pancreáticas, além da preservação 

dos níveis de insulina sérica e glutationa reduzida no fígado e rins desses animais. Outro 

estudo do nosso grupo de pesquisa avaliaram os efeitos in vitro do extrato aquoso das folhas 

de P. alata em cultura mista de células T de camundongos NOD com uma linhagem de células 

beta pancreáticas de camundongos (MIN6) e mostrou aumento de óxido nítrico intracelular e 

peroxidação lipídica em células T submetidas ao tratamento com o extrato de P. alata 

em comparação ao grupo controle não tratado (67). 

Desta forma, nossos resultados apontam para a ação dos efeitos antiinflamatórios 

de compostos presentes no extrato aquoso de Passiflora alata no suporte para tratamento do 

diabetes tipo 1 experimental. Contudo, estudos complementares considerando a ação desses 

compostos na diminuição de células infiltrativas e conservação das ilhotas, são necessários 

para compreensão dos mecanismos regulatórios do processo inflamatório no pâncreas do 

DM-1. Adicionalmente, a hipótese de que estes compostos administrados cronicamente 
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possam atuar na regulação direta ou indireta de células dendríticas tolerogênicas derivadas 

da medula óssea e interferir no processo de ativação específica a antígenos de ilhotas 

pancreáticas de camundongos NOD, além de ser atrativa possibilita o estabelecimento de 

estratégias de terapia de suporte no diabetes autoimune. 

Nesse sentido, pode-se observar que os principais efeitos benéficos dos polifenóis 

nas doenças desencadeadas pelo estresse oxidativo, estão relacionados principalmente às 

suas propriedades antiinflamatórias e antioxidantes, que atuam como sequestradores de 

radicais livres. 

 

 

 

 

Figura 1: Compostos fenólicos identificados nas folhas de Passiflora alata pela técnica HPLC, 

vitexina, isoorientina, catequina e rutina. 
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4. MATERIAL E METÓDOS 

 

4.1. Processamento das folhas de Passiflora alata Curtis  

 

 As folhas do maracujá doce eram coletadas diretamente dos espécimes e 

secas em estufa com circulação de ar (MARCONI, Piracicaba/SP) a 50 °C com movimentação 

manual das mesmas durante o processo por 48 horas. Após este período, o material era 

triturado em liquidificador até a pulverização e, posteriormente armazenado em frascos 

estéreis de vidro âmbar em ambiente refrigerado (8 °C) até o uso.  

 

 

 

 

Figura 2: A) Folhas do maracujá doce (Passiflora alata Curtis). B) Folhas de Passiflora alata 

secas e trituradas em estufa. 

 

4.2. Preparo das soluções e meios de culturas utilizados: 

 

4.2.1. Solução para lavagem da medula óssea 

 

Tampão fosfato tamponado 1M pH 7,2 (PBS), adicionados 10 U/mL de penicilina 

(Gibco, Life Technologies, NY USA) e 10 µg/mL de estreptomicina (Gibco). A solução era 

filtrada posteriormente com membrana 0,22 µm Millipore® (Burlington, Massachusetts, EUA). 

 

4.2.2. PBS e EDTA 10 mM  

 

Tampão fosfato tamponado 1 M pH 7,2 (PBS), adicionados 10 mM de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 10 U/mL de penicilina 

A) B) 
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(Gibco) e 10 µg/mL de estreptomicina (Gibco). A solução era filtrada posteriormente com 

membrana 0,22 µm Millipore®. 

 

4.2.3. Meio DMEM 11 mM e DMEM 25 mM completo  

 

O preparo dos meios seguiu a recomendação do fabricante (Gibco) com a adição 

de 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 µg/mL de estreptomicina (Gibco), 5 µg/mL de Anfotericina 

B (Fisher Scientific, Fair Lawn NJ, EUA) e 10% de soro fetal Bovino (SFB) (Vitrocell, 

Campinas, SP, Brasil). Após o preparo, o meio era filtrado com membrana 0,22 µm Millipore® 

e retirado uma alíquota para controle de qualidade. 

 

4.2.4. Meio de cultura RPMI 1640 completo 

 

O preparo dos meios seguiu a recomendação do fabricante (Gibco) e adicionamos 

20 mM HEPES (Gibco), 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 µg/mL de estreptomicina (Gibco), 

5 µg/mL de Anfotericina B (Fisher Scientific) e 10% de SFB (Vitrocell). Após o preparo o meio 

era filtrado com membrana 0,22 µm Millipore® e retirado uma alíquota para controle de 

qualidade. 

 

4.2.5. Meio de congelamento 

 

Para o preparo do meio de congelamento, utilizamos 50% de SFB, 40% do meio 

de cultura DMEM 11 mM completo e 10% DMSO Hybrimax (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). 

 

4.2.6. Tripsina com Hanks 

 

Solução salina balanceada de Hanks (HBSS) acrescido do indicador de pH 

vermelho de fenol, contendo 0,5 mg/mL de tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,2 mg/mL de EDTA 

(Sigma-Aldrich). Após o preparo a solução era filtrada com membrana 0,22 µm Millipore®.  

 

4.3. Preparo do extrato aquoso liofilizado das folhas de Passiflora alata 

(EALFPA) para tratamento in vitro 

 

O extrato era preparado na concentração de 100 mg/mL (folhas secas de P. 

alata/água filtrada) em autoclave a 121ºC durante 20 minutos e filtrado posteriormente com 

membrana 0,22 µm Millipore®. Após a filtração, o mesmo era liofilizado no equipamento 
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Edwards - super Modulyo (West Sussex, RU). EALFPA para cultura celular era preparado nas 

seguintes concentrações: 100, 200, 300 e 500 µg/mL, diluídos em meio RPMI 1640 11 mM 

suplementado com 10% SFB. 

 

 

 

Figura 3: Preparo do Extrato Aquoso Liofilizado das folhas de P. alata. 

 

4.4. Modelos Experimentais e Sacrifício dos animais  

 

Camundongos fêmeas NOD-ShiLt/J (n° CEUA 3653-1 e 5077-1A), eram mantidos 

em condições “germ free” no Centro Multidisciplinar de Pesquisa Biológica (CEMIB) na 

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e ambientados para experimentação no 

biotério experimental do Laboratório de Imunologia Translacional (LIT) com ambiente 

controlado livre de patógenos comuns (SPF) com controle de luz, temperatura e umidade (26). 

Os animais eram ambientados em nosso biotério à partir de 4 semanas de vida e 

alimentados com ração autoclavada Nuvilab CR e água autoclavada ad libitum. O peso 

corpóreo e a glicemia desses animais eram monitorados semanalmente a partir da 10ª 

semana até a 30ª semana. Para a dosagem de glicemia esses animais eram deixados em 

jejum durante 4 horas, e após este período era retirado uma amostra de sangue da veia 

caudal. Os valores das glicemias eram tabelados semanalmente e os animais eram 

considerados diabéticos após mensuração em dois dias consecutivos de valores de glicemia 

acima de 250 mg/dL. 
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Os animais que apresentaram diabetes ou ao completarem 30 semanas eram 

sacrificados sendo anestesiados com cloridrato de ketamina (100-200 mg/Kg) e cloridrato de 

xilasina (5-16 mg/Kg) Vetbrands, Paulínia, SP, Brasil.  

Após o sacrifício, eram retirados os ossos (fêmures e tíbias) para extração de 

medula óssea, e retirado o baço para extração de linfócitos conforme detalhado a seguir para 

os ensaios de cultura mista. Todo material era coletado em condições estéreis e com número 

biológico individual, não era realizado pool de amostras. Em alguns experimentos, também 

utilizamos células de camundongos não diabéticos (glicemia abaixo de 250 mg/dL com 8 

semanas de vida) para avaliar a proliferação de linfócitos T e a frequência de Treg. As culturas 

eram realizadas segundo o esquema a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Fluxograma do tratamento in vitro dos camundongos NOD diabéticos e não 

diabéticos. 
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4.5. Diferenciação in vitro de células dendríticas derivadas da medula óssea de 

camundongos NOD diabéticos e não diabéticos 

 

As DCs eram diferenciadas a partir de células precursoras coletadas da medula 

óssea de camundongos NOD ShiLt/J diabéticos e não diabéticos utilizando-se a técnica 

descrita por LUTZ et al., (40) com algumas modificações realizadas em nosso laboratório. As 

células precursoras eram coletadas dos fêmures e tíbias dos camundongos injetando-se PBS 

para a lavagem do tecido da medula óssea. A suspensão de células da medula era ajustada 

para a concentração de 4x106 células/mL em meio de cultura DMEM 11 mM completo sendo 

então armazenadas em criotubos, em meio de congelamento até o momento do uso. Para os 

ensaios de diferenciação das DCs, as células da medula óssea eram descongeladas e 

ajustadas na concentração de 12x106 células viáveis cultivadas em frasco de cultura T75 cm2 

(Greiner Bio-One, Áustria). Como fator de indução de diferenciação das DCs o meio era 

suplementado com 20 ng/mL de mouse recombinante (mr) GM-CSF (PeproTech, Rocky Hill, 

NJ, EUA) e incubadas por sete dias à 37 ºC, em estufa com 5% de CO2. O meio de cultura 

celular era trocado nos dias 3 e 6. Após a incubação por 7 dias as células eram retiradas com 

PBS/EDTA 10 mM e recultivadas com células de linhagem MIN6 sob estresse conforme 

descrito no item 4.6. 

 

Figura 5: Figuras representativas do procedimento de extração de medula óssea de 

camundongos NOD. Etapas 1 e 2: Incisão do camundongo e retirada dos fêmures e tíbias. 

Etapas 3 e 4: Lavagem dos ossos e retirada a medula óssea. Etapa 5: Suspensão de células 

da medula óssea e posteriormente levadas a cultura para diferenciação com a citocina GM-

CSF durante 7 das. 
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4.6. Cultura celular das Células MIN6: Manutenção e cultivo 

 

Células de insulinoma de camundongo (MIN6), fornecidas gentilmente pelo Prof. 

Dr. Antonio Carlos Boschero, do Departamento de Anatomia e Biologia Celular e Fisiologia e 

Biofísica do Instituto de Biologia da Unicamp, eram preservadas em nitrogênio líquido no LIT 

e cultivadas em frascos de cultura T25 cm2 (Greiner) utilizando-se as passagens de 22 à 40 

em meio de cultura DMEM 25 mM de glicose com 10% de SFB, sendo incubadas em estufa 

37 °C com de 5% de CO2. O meio de cultura era trocado a cada 48 horas. Ao atingir 70% de 

confluência, as células MIN6 foram incubadas por 24 horas em meio com alto teor de glicose 

para induzir o estresse celular (como fonte de antígenos de células beta na cultura mista), em 

meio de cultura DMEM 100 mM de glicose suplementado com 10% de SFB, promovendo uma 

ruptura celular e consequente exposição de componentes antigênicos. Após as 24 horas de 

estresse as células MIN6 eram retiradas dos frascos de cultura com solução tripsina (0,5 

mg/mL) e Hanks (HBSS) e posteriormente transferidas para placa de 6 poços na concentração 

de 8x104células viáveis/poço para cultura mista conforme abaixo no item 4.8. 

 

Figura 6: Imagem representativa do procedimento de manutenção das células MIN6 sob 

estresse celular com meio com concentração alta de glicose (100 mM) durante 24 horas. 

 

4.7. Extração de linfócitos para os ensaios de cultura mista  

 

Os linfócitos T eram extraídos a partir de suspensões celulares de baços de 

camundongos NOD diabéticos e não diabéticos, os órgãos extraídos eram assepticamente 

transferidos para frascos estéreis contendo meio de cultura RPMI completo - RPMI 1640 
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(Gibco), com 20 mM HEPES (Gibco), 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 µg/mL de 

estreptomicina (Gibco), 5 µg/mL de Fungizone (Gibco) e 10% de soro bovino fetal (SFB) 

(Vitrocell). Conforme mostrado na Figura 7, os baços eram macerados em peneira esterilizada 

para dissociação dos órgãos e obtenção das suspensões celulares. Após a lavagem com o 

meio de cultura e centrifugado por 5 minutos a 400 x g, as células eram ressuspensas em 3 

mL de tampão Cloreto-Potássio e Amônio (ACK) (NH4Cl - Merch, Rio de Janeiro, RJ, Brasil e 

KHCO3 - Synth, Diadema, SP, Brasil), EDTA (Sigma), H2O) e incubadas por 5 minutos à 

temperatura ambiente para lise de hemácias. Em seguida, as células eram ressuspensas em 

10mL de meio de cultura, acrescido com 10% SFB e centrifugadas à 400 x g por 5 minutos. 

Por fim, as suspensões celulares obtidas eram enriquecidas na fração de linfócitos T, por meio 

de protocolo de adesão celular em colunas de lã de nylon conforme descrito por Henry e cols. 

(68). Os linfócitos eram corados com azul de Tripan para contagem de células viáveis na 

câmera de Neubauer utilizando como fator de diluição 1:20 e posteriormente semeados em 

placas de cultivo celular na concentração de 5x105 células viáveis/poço.  

 

 

Figura 7: Imagem representativa da extração de linfócitos dos camundongos NOD diabéticos 

e não diabéticos por adesão celular em coluna de lã de nylon. Etapa 1: Extração do baço. 
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Etapas 2 e 3: Baço sendo macerado e suspensão celular sendo homogeneizada. Etapa 4: 

Preparo e filtração da solução ACK. Etapa 5: Suspensão celular com lise de hemácias. Etapa 

6: Incubação das células em lã de nylon. Etapa 7: contagem de linfócitos em câmera de 

Neubauer. 

 

4.8. Preparo da cultura mista (DCs, MIN6 e linfócitos T) de camundongos NOD  

 

Para cada procedimento de cultura celular, eram realizados três ensaios, e todos 

os grupos analisados eram semeados em triplicata nas placas de cultura, sendo então o 

número (n) biológico de 5 animais por ensaio, e o número total de repetições era de 15. 

A cultura celular mista era composta pelas células abaixo conforme descrito na 

Figura 8: 

*Células dendríticas diferenciadas a partir da medula óssea de camundongos 

NOD diabéticos e não diabéticos (item 4.5). 

*Células MIN6 submetidas ao estresse contendo alta concentração de glicose 

(100 mM de glicose) (descritas no item 4.6). 

*Linfócitos T extraídos do baço de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos 

(descritas no item 4.7). 

As culturas células eram mantidas em estufa com condições de 5% de CO2 à 37 

°C por 96 horas, com posterior análise em citômetro de fluxo BD FACsVerse (BD-Bioscience 

San Jose, CA, EUA). 
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Figura 8: Imagens representativas para o preparo de cultura mista. Etapa 1: Preparação do 

extrato aquoso liofilizado. Etapa 2: extração e diferenciação da medula óssea por 7 dias em 



41 
 

células dendríticas. Passo 3: Células MIN6 sob estresse celular por 24 horas. Passo 4: 

Extração de linfócitos retirados do baço dos camundongos através da coluna de lã de nylon. 

E Etapa 5: Incubação por 96 horas de células dendríticas, células MIN6, linfócitos e as 

concentrações de extrato aquoso liofilizado de Passiflora alata. 

 

Após o procedimento de diferenciação das DCs, estas eram semeadas em placas 

de 6 poços (Techno Plastic Products, Schaffhausen, Suíça) na concentração de 2x105 células 

viáveis/poço em meio de cultura RPMI completo e incubadas com células MIN6 sob estresse 

na concentração de 8x104 células viáveis/poço. Após a ambientação celular por 24 horas, 

foram adicionados os linfócitos T obtidos de camundongos NOD, os quais eram transferidos 

para o mesmo poço das DCs na concentração de 5x105 células viáveis/poço em meio RPMI 

1640 suplementado com 10% SFB, acrescido da citocina recombinante IL-2 de camundongo 

(mrIL-2, Peprotech, Rocky Hill NJ, EUA) na concentração de 10ng/mL por 96 horas a 37 °C 

em estufa com 5% CO2.  

Para as análises de proliferação linfócitos T eram previamente marcadas com 

1,25μM da sonda CFSE (fluorescente de éster de carboxifluoresceína succinimidil) 

(BiolegendTM, San Diego, Califórnia, EUA) de acordo descrito por Lyons et al., (69). 

Conforme demonstrado na Figura 9, as culturas celulares eram preparadas sob 

estímulo de EALFPA (considerado como grupo tratado) ou sem estímulo (grupo não tratado 

– NT). O controle celular de proliferação era estabelecido por culturas celulares estimuladas 

com 5 µg/mL de Concanavalina A (ConA). Nos grupos tratados era adicionado o EALFPA nas 

concentrações 100, 200, 300 e 500 µg/mL para o ensaio de viabilidade células. Para os 

ensaios de proliferação celular e análise de marcadores de BM-APCs utilizamos as 

concentrações 100, 200 e 300 µg/mL. Para os ensaios de quantificação de citocinas em 

sobrenadantes e avaliação das Tregs era empregando concentração de 300 µg/mL de 

EALFPA. As culturas celulares mistas eram incubadas durante 96 horas em estufa a 37 °C e 

5% de CO2. Após este período de incubação celular, os sobrenadantes eram removidos dos 

poços e armazenados para ensaios futuros de quantificação de citocinas, as culturas celulares 

eram coradas com marcadores específicos para procedimentos de citometria de fluxo. 
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Figura 9: Placas representativa do tratamento in vitro das culturas celulares mistas com 

células dendríticas, MIN6, e linfócito T. Segue a classificação dos grupos: C+ (controle celular 

proliferativo com 5 µg/mL de (ConA)). NT (cultura não tratada). E os demais poços as 
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concentrações de EALFPA 100, 200, 300 e 500 µg/mL. (A) Placa para viabilidade celular. (B) 

Placa para Proliferação de linfócitos T e marcadores de BM-APCs. (C) Placa de Linfócito T 

regulador e dosagem de citocinas. 

 

4.9. Proliferação de linfócitos 

 

Para a avaliação da proliferação celular, linfócitos T eram previamente marcados 

com a sonda CFSE conforme descrição do fabricante. A sonda CFSE determinava a 

proliferação dos linfócitos pela perda da intensidade de fluorescência a cada divisão celular. 

Após o período final de incubação da cultura mista (96 horas), os linfócitos eram lavados com 

PBS 1 M e centrifugados por 5 minutos (400×g). Para a determinação das populações de 

linfócitos TCD4 e TCD8 os mesmos eram marcados com sonda de viabilidade celular Zombie 

NIRTM (Biolegend) seguida por anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo (todos 

da Biolegend): anti-mouse CD4 APC e anti-mouse CD8 Percp Cy5.5 na concentração de 

0,25μg/2,5x105 de linfócitos em 100 µL de tampão de marcação. Os linfócitos eram 

novamente lavados com PBS 1 M, centrifugados nas mesmas condições acima, fixados em 

PBS 1 M formaldeído 1% e mantidos sob refrigeração (8 °C) para posterior aquisição das 

amostras em citômetro de fluxo BD FACSVerse (BD-Bioscience San Jose, CA, EUA). A 

análise era feita por Citometria de Fluxo no programa FCS Express 6 DeNovo Software 

(Glandale, Califórnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos na população selecionada conforme 

quadrantes (gates) de seleção demonstrado nas Figura 10. 
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Figura 10: Imagens representativas das culturas celulares das populações selecionadas com 

base no tamanho (FSC- Forward Scatter – Painel A) e complexidade interna (SSC-Side 

Scatter – Painel B). No painel B é possível separar as populações viáveis e mortas. No 

quadrante C dentre as células viáveis selecionadas era possível separar populações de 

linfócitos CD4+ e CD8+. E no quadrante D as mesmas populações de CD4+ e CD8+ que estão 

em proliferação.  

 

4.10. Avaliação Tregs e IL-2 

  

Linfócitos Tregs produtores IL-2 eram analisadas nas células não coradas com 

CFSE. Após o período de cultura mista com as BM-APC e MIN6, o perfil de ativação dos 

linfócitos T era avaliado por meio da frequência de células: CD4+Foxp3+CD25+ (Treg)). Os 

linfócitos inicialmente eram permeabilizados com o tampão específico Foxp3+ Fix/Perm Buffer 

(Biolegend) seguindo as recomendações do fabricante. Posteriormente os linfócitos eram 
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marcados com anticorpos monoclonais conjugados à fluorocromos (Biolegend), anti-CD4 

Percp Cy5.5, anti-CD25 APC e anti-FoxP3 PE. Para análise de IL-2 as células eram marcadas 

com anticorpos anti-CD4 FITC, anti-CD8 Percp Cy5.5 ambos com anti-IL-2 PE; conforme 

descrito anteriormente (70). A análise era feita por Citometria de Fluxo no programa FCS 

Express 6 DeNovo Software (Glandale, Califórnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos na 

população selecionada conforme gates demonstrado nas Figura 11 e 12. 

 

 

 

Figura 11: Imagens representativas das populações selecionadas com base no FSC (Painel 

A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as populações viáveis e mortas. No 

quadrante (C) dentre as células viáveis selecionadas era possível separar populações de 

linfócitos CD4+ e no quadrante (D), CD4+ CD25+ FoxP3+. 
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Figura 12: Imagens representativas das populações selecionadas com base no FSC (Painel 

A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as populações viáveis e mortas. No 

quadrante (C) dentre as células viáveis selecionadas era possível separar populações de 

linfócitos CD4+ e no quadrante D as mesmas populações de CD4+ e IL-2+. 

 

4.11. Avaliação dos marcadores celulares de DCs tolerogênicas na presença de 

células MIN6 

 

Para avaliar o perfil de ativação das DCs e marcadores relacionados com o perfil 

tolerogênico destas células, era analisada a expressão da molécula co-estimulatória CD86, 

bem como da enzima IDO. Para isto marcamos as células utilizando anticorpos específicos 

conjugados à fluorocromos para os marcadores de superfície anti-mouse F4/80 para a 

marcação da população de DCs e os anticorpos anti-mouse CD86 (Biolegend) para avaliar a 

expressão da molécula co-estimuladora, seguindo as recomendações dos fabricantes. Para 
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a marcação da enzima IDO-1 as células eram previamente fixadas e permeabilizadas com 

tampões específicos Fixation Buffer e Permeabilization Wash Buffer (Biolegend) e em seguida 

marcadas com o anticorpo anti-mouse IDO-1 (Novus Biological) conforme recomendação do 

fabricante. A aquisição das amostras era feita por Citometria de Fluxo e a análise no programa 

FCS Express 6 DeNovo Software (Glandale, Califórnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos na 

população selecionada conforme Figura 13. 

 

 

Figura 13: Imagens representativas das populações selecionadas com base no FSC (Painel 

A) e SSC (Painel B). No painel B é possível separar as populações viáveis e mortas e 

selecionar a população de interesse F4/80. No quadrante (C) selecionar dentro de F4/80 a 

população de CD86+ e no quadrante (D) selecionar a população IDO+. 
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4.12 Análise por Citometria de fluxo 

 

Em todos os procedimentos de citometria de fluxo, as células eram coradas com 

controles isotípicos para cada marcador celular analisado para ajustes de settings do 

aparelho. Os controles isotípicos são utilizados para estimar o número de células que reagem 

de forma não específica com o anticorpo a ser estudado.   

As amostras eram adquiridas em citômetro de fluxo BD FACsVerse (BD-

Bioscience San Jose, CA, EUA). Para selecionar populações com base no tamanho (FSC- 

Forward Scatter) e complexidade interna (SSC-Side Scatter) eram adquiridos 5.000 eventos 

nas populações selecionadas delimitadas, viabilidade e marcadores de superfície específicos 

Estes dados (FSC/SSC) eram dispostos sob a forma de dot-plots e analisados no programa 

computacional FCS Express 6 DeNovo (Glandale, Califórnia, EUA). Os resultados eram 

expressos como a frequência das populações selecionadas e as expressões dos marcadores 

avaliadas pela mediana da intensidade de fluorescência dos respectivos fluorocromos. 

 

4.13. Quantificação das citocinas  

 

As citocinas IL-6 e IFN-γ  liberadas nos sobrenadantes das culturas mistas (DCs, 

MIN6 e linfócitos T) eram determinadas por ensaio ELISA, utilizando os kits: Mouse IL-6 e 

Mouse IFN-γ (eBioscience, Fisher Scientific, Fair Lawn NJ, EUA) e as curvas estabelecidas 

em duplicata de acordo com as recomendações do fabricante nas concentrações 3,9 à 500 

pg/mL (IL-6) e de 3,9 à 1000 pg/mL para IFN-γ. Posteriormente eram lidas em 450nm no 

aparelho de ELISA (SpectraMax 190, Molecular Device, CA, EUA) em curva de 4 parâmetros.  

As citocinas TNF-α, IL-10 e IL-17 eram quantificadas pelo kit Legendplex Mouse 

Inflammation Panel (Biolegend) utilizando as recomendações do fabricante conforme figura 

14, onde as curvas eram preparadas em duplicata na concentração de 12,2 à 50.000 pg/mL. 

A análise era feita no citômetro BD FacsVerse (BD Biosciences). As análises eram realizadas 

utilizando o software Legendplex v8.0 (Biolgend) e posterior quantificação das citocinas nos 

sobrenadantes.  

 

 

 



49 
 

 

Figura 14: Imagem representativa da quantificação das citocinas realizada pelo kit 

Legendplex Mouse Inflammation Panel. 
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4.14. Análise Estatística  

 

Os resultados das análises foram expressos como média ± erro padrão (EPM), e 

os dados submetidos à análise de variância (Kruskal-Wallis) com pós-teste de Dunn para 

múltiplas comparações ou teste Mann Whitney quando indicado. As diferenças estatísticas 

analisadas eram consideradas significativas de acordo com os seguintes valores de p, sendo: 

p<0.05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***) e p<0,0001 (****). O programa computacional Prisma 

GraphPad® versão 6 (La Jolla, CA, USA) era empregado para as análises estatísticas. 

 

4.15. Formatação de Texto  

 

Para a formatação das citações e referências bibliográficas, empregou-se o 

programa computacional EndNote X7 (Copyright The Thompson Corporation, EUA) no 

formato Vancouver, segundo as normas da Comissão de Pós-Graduação de Clínica Médica 

da Faculdade de Ciências Médicas – Unicamp.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Incidência do Diabetes 

 

Os camundongos NOD apresentaram incidência do Diabetes de 80,8% (com 

glicemia ≥250 mg/dL) (Gráfico 1). Assim, a distribuição da incidência mostrou:  15 semanas 

de vida 14,1%, com 20 semanas 51,3% e com 30 semanas 80,8%. É importante enfatizar que 

os animais do grupo Basal (para análise de linfócito T regulador) foram acompanhados até 8 

semanas de vida, sem manifestação do diabetes, como demonstrado no gráfico abaixo. 

 

 

 

Gráfico 1:  Frequência cumulativa sobre a incidência do diabetes nos camundongos NOD 

ShiLt/J. Observa-se que 80,8% dos animais ficaram diabéticos ao longo das 30 semanas de 

vida. 

 

5.2 O EALFPA inibe a proliferação de linfócitos T de camundongos NOD 

diabéticos, mas não afeta a proliferação de IL-2. 

 

Para avaliar o efeito do EALFPA na proliferação de linfócitos T efetores CD4+ e 

CD8+, estabelecemos um modelo de cultura mista usando suspensões de células T 

enriquecidas obtidas de baços de camundongos NOD diabéticos co-cultivadas com células 

dendríticas derivadas da medula óssea de camundongos NOD diabéticos e células MIN6 sob 

estresse.  
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Os linfócitos T obtidos de camundongos diabéticos foram submetidos inicialmente 

a cultura de células com diferentes concentrações do EALFPA: 100, 200, 300 e 500 µg/mL 

para análise de viabilidade celular com corante Zombie NIRTM (Gráfico 2), onde foi possível 

verificar efeito semelhante nas dosagens de 300 e 500 µg/mL; no entanto a toxicidade 

impactou a viabilidade celular na dosagem de 500 µg/mL, sendo então excluída essa 

dosagem na análise de proliferação celular. 

 

 

 

Gráfico 2: Gráfico representativo da frequência (%) de células mortas (barras cinzas) e 

células viáveis (barras brancas) em culturas mistas de camundongos NOD diabéticos. *p< 

0,05 (n=15). Análise estatística de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 

 

Para comparar o comportamento celular entre camundongos diabéticos e não 

diabéticos, utilizamos como controle camundongos NOD não diabéticos com até 8 semanas 

de vida. Para a análise de proliferação de linfócitos T as culturas mistas de camundongos 

diabéticos foram submetidas com diferentes concentrações de EALFPA: 100, 200 e 300 

µg/mL, enquanto culturas com linfócitos T de camundongos não diabéticos foram tratados 

somente na dose de 300 µg/mL de EALFPA (dose definida como ponto final). A conA foi 

adicionada como estímulo de referência para o controle positivo de proliferação celular. Os 

linfócitos T foram corados com a sonda CFSE, e a frequência das células foram medidas 

mostrando uma redução da intensidade de fluorescência (CFSE low) em populações de 

células T CD4+ conforme demonstrado no Gráfico 3 - Painéis B e D e CD8+ no Gráfico 4 - 

Painéis B e D.  
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Como mostrado nos Gráficos 3 e 4 o EALFPA na concentração de 300 µg/mL 

inibiu significativamente a proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+ de camundongos 

diabéticos quando comparados ao grupo não tratado (NT); sendo CD4+ (2.4% ± 0,5 vs 17.2% 

± 3.9) (*p<0,05, Gráfico 3 - Painel A). E CD8+ (4.5%±0.8 vs 29.2% ± 7.4) (*p<0,05, Gráfico 4 - 

Painel A). 

No entanto, não foi observado o mesmo padrão nas culturas celulares de 

camundongos não diabéticos para população de linfócitos T CD4+ (12,0% ± 1,9 vs 13,3% ± 

1,7) (p>0,05, Gráfico 3 - Painel C), e em CD8+ (12,1% ± 0,8 vs 9,3% ± 0,37) (p>0,05, Gráfico 

4 - Painel C). 

Os valores médios da proliferação basal de linfócitos de camundongos diabéticos 

não estimulados com ConA foram de 8% para linfócitos T CD4+ e 9% para linfócitos CD8+. 

Em contraste, os camundongos não diabéticos apresentaram média de 4,4% para CD4+ e 

2,2% para CD8+.     

Uma vez que a produção autócrina de IL-2 pelos linfócitos T desempenha um 

papel fundamental na sua ativação, avaliamos a detecção intracelular nos linfócitos T CD4+ e 

CD8+ em culturas celulares mistas de camundongos NOD diabéticos. O ensaio foi realizado 

na ausência (-) e presença (+) de BM-APC, conforme demonstrado nos quadrantes dos 

gráficos de pontos (Gráficos 5B e D e 6B e D, respectivamente). 

Os painéis B e D (Gráfico 5) mostram a população de IL-2+ em linfócitos T CD4+ 

cultivados na ausência (-) e na presença (+) de BM-APC, respectivamente. Em contraste os 

painéis B e D (Gráfico 6) representam as células Il-2+ na população de linfócitos T CD8+ nas 

mesmas condições.  

As porcentagens de linfócitos CD4+ IL-2+ (Gráfico 5 - Painel A) não apresentaram 

diferença estatística significativa comparando com culturas celulares mistas tratadas com 300 

µg/mL de EALFPA com o grupo não tratado (11,22% ± 1,45 vs 10,22% ± 1,80). Da mesma 

forma, não houve diferença estatística significativa nas porcentagens de linfócitos CD8+ IL-2+ 

(Gráfico 6 – Painel B) ao comparar culturas tratadas com EALFPA com culturas não tratadas 

(2,42% ± 0,63 vs 1,55% ± 0,41). 

No entanto, observamos que a ausência de BM-APCs no tratamento com EALFPA 

levou à inibição da produção de IL-2+ pelos linfócitos T CD4+ (7,07% ± 1,06 vs 1,39% ± 0,59, 

p=0,0006) (Gráfico 5 - Painel A) e por linfócitos T CD8+ (3,16% ± 0,23 vs 1,86% ± 0,12, p = 

0,0019) (Gráfico 6 - Painel A). 
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Gráfico 3: Proliferação de células T CD4+ em culturas mistas (linfócitos, BM-APC e células 

MIN6 sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a média±EPM de 

CD4+CFSElow (população em proliferação de linfócitos T CD4+) de camundongos NOD 

diabéticos (A) e não diabéticos (C). As barras pretas representam as culturas submetidas ao 

mitógeno Concanavalina A (ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas 

 

A 

 
B 

C 

D 
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sem tratamento (NT), as barras cinzas são culturas tratadas com 100, 200 e 300 µg/mL de 

EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos não diabéticos 

tratada com 300 µg/mL de EALFPA. A linha tracejada horizontal representa níveis basais de 

proliferação de linfócitos T não estimuladas. Os painéis B e D são gráficos de pontos 

mostrando o CFSEhigh (superior direito, linfócitos T CD4+ não proliferativas) e CFSElow 

(superior esquerdo, T CD4+ proliferativas) de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos, 

respectivamente. *p< 0,05 (n=15) em comparação com o grupo NT. Para a análise estatística 

utilizamos Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 
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Gráfico 4: Proliferação de linfócitos T CD8 em culturas mistas (linfócitos, BM-APC e células 

MIN6 sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a média±EPM de 

CD4+CFSElow (população em proliferação de linfócitos T CD8+) de camundongos NOD 

diabéticos (A) e não diabéticos (C). As barras pretas representam as culturas submetidas ao 

mitógeno Concanavalina A (ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas 

sem tratamento (NT), as barras cinzas são culturas tratadas com 100, 200 e 300 µg/mL de 

EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos não diabéticos 

A 

B 

 

C 

D 
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tratada com 300 µg/mL de EALFPA. A linha tracejada horizontal representa níveis basais de 

proliferação de células T não estimuladas. Os painéis B e D são gráficos de pontos mostrando 

o CFSEhigh (superior direito, linfócitos T CD8+ não proliferativas) e CFSElow (superior 

esquerdo, T CD8+ proliferativas) de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos, 

respectivamente. *p< 0,05 (n=15) em comparação com o grupo NT. Para a análise estatística 

utilizamos Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 
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Gráfico 5: Detecção de IL-2 intracelular em linfócitos T CD4+ em culturas mistas (linfócitos T 

e células MIN6, estimuladas (+) ou não com BM-APCs (-), e tratadas com EALFPA. Os painéis 

A e C representam a média±EPM da porcentagem de linfócitos T CD4+ que produzem citocina 

IL-2 não estimuladas (A) ou estimuladas (C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com 

300 µg/mL de EALFPA (barras cinzas), foram comparadas com culturas não tratadas (NT – 

barras brancas). Os painéis B e D são gráficos de pontos representativos mostrando células 

T CD4+ IL-2+ (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a análise estatística utilizamos 

Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 
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Gráfico 6: Detecção de IL-2 intracelular em linfócitos T CD8 em culturas mistas (linfócitos T 

e células MIN6, estimuladas (+) ou não com BM-APCs (-), e tratadas com EALFPA. Os painéis 

A e C representam a média±EPM da porcentagem de linfócitos T CD8 que produzem citocina 

IL-2 não estimuladas (A) ou estimuladas (C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com 

300 µg/mL de EALFPA (barras cinzas), foram comparadas com culturas não tratadas (NT, 

barras brancas). Os painéis B e D são gráficos de pontos representativos mostrando células 

T CD8+ IL-2+ (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a análise estatística utilizamos 

Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn. 
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5.3. Modulação de citocinas em culturas celulares mistas de linfócitos T de 

camundongos NOD com BM-APC e células MIN6 tratadas com EALFPA  

 

Para avaliar o efeito do tratamento com EALFPA quantificamos a produção de 

citocinas pelas células apresentadoras nos sobrenadantes das culturas celulares mistas. 

Foram quantificadas as seguintes citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares como: 

IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-10 e IL-17. 

Como descrito anteriormente as culturas foram realizadas na ausência (-) (barra 

à esquerda) e presença (+) (barra à direita) de BM-APC. O gráfico 7 mostra a redução de IL-

6 (Painel A) em comparação com culturas não tratadas com 300 µg/mL de EALFPA em ambas 

as condições, ou seja, na ausência e na presença de BM-APC. IFN-γ (Painel C) apresentou 

o mesmo perfil. Quanto a produção de IL-10, a diminuição foi observada apenas em culturas 

na presença de BM-APC. Por outro lado, a produção e liberação, de TNF-α (Painel B) e IL17A 

(Painel E) não mostraram diferença entre as culturas tratadas com EALFPA e o grupo controle 

(NT) em nenhuma das condições testadas. 
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Gráfico 7: Quantificação de citocinas em sobrenadantes de culturas celulares mistas de 

linfócitos T de camundongos NOD e células MIN6 sob estresse, estimuladas (+) ou não 

estimuladas (-) com BM-APCs e tratadas com EALFPA. Os painéis representam a 

média±EPM das concentrações das citocinas: IL-6 (A e B), TNF-α (C e D), IFN-γ (E e F), IL-

17A (G e H) e IL -10 (I e J) em sobrenadantes de culturas celulares mistas não estimuladas 

(BM-APCs -, barras esquerdas) ou estimuladas (BM-APCs -, barras direitas) tratadas com 300 

µg/mL de EALFPA (barras cinzas) e no grupo controle (barras brancas). ****p<0,0001, *p<0,05 

(n=15). Para este ensaio utilizamos a análise estatística com o Teste de Mann Whitney. 
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5.4. EALFPA induz Tregs CD25+ FoxP3+ em culturas mistas de linfócitos T de 

camundongos NOD com BM-APC e células MIN6 sob estresse 

 

Como os linfócitos reguladores CD4+CD25+FoxP3+ exercem uma atividade 

essencial no controle dos linfócitos T autorreativos, analisamos a influência do tratamento com 

EALFPA na polarização de linfócitos T de camundongos NOD diabéticos e não diabéticos 

para um perfil de Treg nas culturas mistas.  

O Gráfico 8 mostra a frequência de células CD25+ FoxP3+ em linfócitos T CD4+ de 

camundongos NOD diabéticos (Painel B – mostrados nos quadrantes superiores direito) e não 

diabéticos (Painel D – nos quadrantes superiores direito). Como demonstra o Painel A, 

verificamos um aumento significativo dessas populações de linfócitos T reguladores nas 

culturas mistas tratadas com o EALFPA na concentração de 300 µg/mL em comparação com 

as culturas não tratadas (5,38% ± 0,58 vs 1,90% ± 0,29; p<0,0001). No entanto, em culturas 

celulares mistas com linfócitos T de camundongos NOD não diabéticos (painel C) não houve 

diferença estatística significativa na frequência de CD4+CD25+FoxP3+Tregs ao comparar 

culturas tratadas com EALFPA com não tratadas. 

 

 

Gráfico 8: Frequência de CD25+Foxp3+ Tregs em linfócitos T CD4+ de camundongos NOD 

diabéticos e não diabéticos em culturas celulares mistas compostas por linfócitos T, BM-APCs 

e células MIN6 sob estresse tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a 

média±EPM das porcentagens de CD4+CD25+Foxp3+ Tregs em cultura celular mistas com 
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linfócitos T de camundongos NOD diabéticos (A) ou não diabéticos (C), tratados com 300 

µg/mL de EALFPA (barras cinzas) ou não tratados (barras pretas). Os painéis B e D são 

gráficos de pontos representativos mostrando porcentagens de Tregs CD25+Foxp3+ 

(quadrante superior direito) na população de linfócitos T CD4+. ****p<0,0001 (n=15). Para este 

ensaio utilizamos a análise estatística Teste de Mann Whitney. 

 

5.5. O EALFPA modula a expressão da molécula coestimuladora CD86 e da 

enzima IDO-1 in vitro em F4/80+ de culturas celulares compostas por BM-APC 

  

Para avaliar o efeito modulador do tratamento do EALFPA em BM-APC realizamos 

ensaios de citometria de fluxo para analisar a expressão da molécula coestimuladora CD86 e 

da enzima IDO-1 em cultura mista de BM-APC com células MIN6, submetidas ou não ao 

tratamento de EALFPA nas doses de 100, 200 e 300 µg/mL As análises foram realizadas na 

população positiva para o marcador F4/80+. Como mostra o Gráfico 9 – Painel A, observamos 

redução significativa da mediana de intensidade de fluorescência (MFI) do fluorocromo 

associado ao anticorpo monoclonal anti-CD86 ao comparar com as culturas celulares não 

tratada (149,40 ± 13,15), as culturas tratadas com EALFPA 200 µg/mL (104,9 ± 3,2; *p<0,05) 

e 300 µg/mL (101,1 ± 4,67; **p<0,01).   

Por outro lado, ao analisar nesta mesma população a expressão da enzima IDO-

1 (Gráfico 9 – Painel B), observamos aumento significativo de MFI do fluorocromo associado 

ao anticorpo monoclonal anti-IDO em culturas tratadas com EALFPA 200 µg/mL (285,4 ± 19,5; 

*p<0,05) e 300 µg/mL (319,0 ± 27,21, p<0,01) em comparação com células do grupo NT 

(187,5 ± 20,86). Juntos esses resultados sugerem que o tratamento com EALFPA promove 

regulação negativa da molécula coestimuladora CD86 e a regulação positiva da enzima IDO-

1 em BM-APC F4/80+. 
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Gráfico 9: Expressão de CD86 e IDO-1 em F4/80+ BM-APCs tratadas in vitro com EALFPA. 

Os painéis A e B representam a média±EPM da mediana da intensidade de fluorescência do 

fluorocromo conjugado com anticorpos monoclonais direcionados à molécula coestimuladora 

CD86 (A) e enzima IDO-1 (B) em F4/80+ BM-APCs tratados (barras cinzas) ou não tratados 

(barras pretas) com 100, 200 e 300 µg/mL de EALFPA. *p<0,05; **p<0,01 (n=15), em 

comparação com o grupo NT. Para este ensaio utilizamos a análise estatística de Kruskal-

Wallis com pós teste de Dunn. 
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6. DISCUSSÃO  

 

A presença de antioxidantes em alimentos definidos como funcionais, tem sido 

alvo de pesquisas para fundamentar suas propriedades antiinflamatórias, antiproliferativas e 

seu potencial uso no suporte ao tratamento de doenças crônicas. Dessa forma, os compostos 

fenólicos presentes em alimentos funcionais como frutas e vegetais, podem prevenir ou 

controlar algumas doenças como: obesidade, doenças cardiovasculares, síndrome 

metabólica, doenças neurodegenerativas, câncer, diabetes, entre outras. Assim, a 

investigação das propriedades destes compostos fenólicos nessas doenças é atrativo e tem 

se tornado cada vez mais eficaz devido às suas propriedades antioxidantes, antiinflamatórias, 

anticancerígenas e antimicrobianas (4, 5). 

O DM-1 reduz a quantidade de antioxidantes endógenos no organismo, 

ocasionando o aumento de radicais livres que promovem danos teciduais (71). Os compostos 

antioxidantes provenientes da nossa alimentação podem ser uma alternativa no tratamento 

de doenças inflamatórias crônicas como o Diabetes mellitus.  

O desenvolvimento do diabetes tipo 1 é resultado da destruição das células beta 

nas ilhotas pancreáticas por meio do processo inflamatório, onde as células apresentadoras 

de antígenos (APCs) expressam moléculas de MHC classe II/I e coestimulatórias que ativam 

clones específicos de linfócitos CD4+ e CD8+. O aumento da geração de ROS intracelular 

estimula a ativação das células TCD8+ levando ao efeito citotóxico com indução da produção 

de citocinas inflamatórias, FasL, perforinas e granzimas, consequentemente levando à morte 

das células beta (72, 73). O linfócito TCD4+ produz e secreta várias citocinas, tais como 

interferon (IFN α, β, γ), fator de necrose tumoral (TNF), IL-2, entre outras; onde atuam na 

proliferação e diferenciação de células inflamatórias como linfócitos TCD8+ e macrófagos (74, 

75).  Esses linfócitos desencadeiam destruição seletiva das células beta pancreáticas, 

resultando na deficiência desse hormônio (74, 75). Sendo assim, os compostos antioxidantes 

provenientes da nossa alimentação podem ser uma fonte alternativa de moléculas que ajudam 

a bloquear os efeitos nocivos dos radicais livres gerados pela atividade das EROs e assim 

retardar a evolução do DM-1 (23, 76, 77).  

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstramos, no modelo de 

camundongos NOD, que os compostos antioxidantes presentes no extrato aquoso das folhas 

de Passiflora alata promovem diminuição na incidência do DM-1, redução do estresse 

oxidativo, apoptose das células beta pancreáticas e diminuição do infiltrado inflamatório 

(linfócitos TCD4+ e TCD8+) nas ilhotas pancreáticas (23, 24). Mostramos também que o 

EALFPA em culturas celulares in vitro promove a inibição da proliferação de linfócitos T 

submetidos à estimulação com o mitógeno conA (24).  
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Nesses estudos foram identificados pela técnica HPLC compostos fenólicos 

presentes nas folhas do extrato aquoso de Passiflora alata, dentre eles: isoorientina, vitexina, 

isovitexina, catequina, epicatequina e rutina. As ações sinérgicas entre esses compostos 

possuem efeito antioxidante e antiinflamatório, com modulação do processo inflamatório sobre 

as células beta pancreáticas.  

Considerando as atividades biológicas dos compostos fenólicos encontrados, 

alguns estudos (76, 77) mostraram que a rutina tem a capacidade de eliminar os radicais 

livres, reduzir o estresse oxidativo e preservar as células beta pancreáticas, resultando em:  

aumento da secreção de insulina e controle da hiperglicemia. Jadhav et al., 2012 (76), 

estudaram os efeitos hipoglicemiantes e antidiabéticos de quatro compostos fenólicos sendo 

eles: ácido elágico, quercetina, rutina e ácido bosvélico em ratos diabéticos induzidos 

quimicamente com estreptozotocina; eles mostraram que a rutina tem atividade antioxidante 

superior aos outros três compostos fenólicos, onde o mecanismo de ação proposto advém do 

aumento da utilização periférica de glicose e a inibição da atividade transportadora de glicose 

para o intestino; e estes flavonoides podem estimular as células beta a liberarem mais insulina.  

O uso da rutina no controle da inflamação também foi avaliado em estudo do efeito 

no processo inflamatório em protocolo experimental utilizando camundongos  asmáticos 

expostos à fumaça do cigarro, e quando analisados o líquido de lavagem broncoalveolar 

mostraram o aumento de linfócitos Tregs (CD4+ CD25+),diminuição das populações de células 

Th17, sendo assim a rutina foi capaz de inibir efetivamente as citocinas inflamatórias e 

melhorar a função pulmonar nesses camundongos inibindo a hiperresponsividade das vias 

aéreas (AHR) (78).  

Samarghandian et al., 2017 (79) estudaram a catequina em ratos diabéticos 

induzidos quimicamente por estreptozotocina, e verificaram que a catequina também possui 

propriedade antidiabético aumentando efeito antioxidante e pelo controle do estresse 

oxidativo nestes animais. 

Os linfócitos possuem papel de destaque no processo de insulite que ocorre nas 

ilhotas pancreáticas de camundongos NOD o que nos levou a estudar sua interação com 

célula apresentadora de antígeno (no caso células dendríticas) e também a ação dos 

compostos fenólicos presentes nas folhas de P.alata, promovendo a inibição dada proliferação 

de linfócitos, sugerindo ação antiinflamatória e, a preservação das células beta pancreáticas 

(diminuindo a insulite). 

No presente estudo foram utilizados camundongos fêmea NOD, diabéticos (com 

incidência de 80,8% da doença) e camundongos não diabéticos (glicemia abaixo de 250 

mg/dL com 8 semanas de vida) como controle; os linfócitos destes camundongos foram 

submetidos à cultura celular. Sendo assim, estabelecemos um modelo de cultura celular mista 

composta por BM-APCs, células MIN6 sob estresse e linfócitos T de camundongos NOD 
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diabéticos e não diabéticos para avaliar, in vitro, os mecanismos imunomoduladores exercidos 

por EALFPA em DCs tolerogênicas, interferindo em sua capacidade de polarizar linfócitos T 

a fenótipos funcionais. 

Primeiramente, avaliamos a resposta proliferativa dos linfócitos TCD4 e TCD8 nas 

co-culturas tratadas ou não com doses de EALFPA de 100, 200 e 300 µg/mL. Mostramos que 

o tratamento com 300 µg/mL poderia inibir a proliferação de células TCD4 e TCD8 de 

camundongos diabéticos (Gráficos 3 e 4 - Painéis A e E). No entanto, essa dose não afetou a 

proliferação de ambas as populações de linfócitos T obtidos em culturas celulares de 

camundongos não diabéticos (Gráficos 3 e 4 - Painéis C e G). E vimos também que a dose 

de 500 µg/mL apresentou efeito semelhante, mas a toxicidade impactou a viabilidade celular, 

sendo então essa concentração de EALFPA retirada das análises futuras.  

A proliferação de linfócitos TCD4+ provenientes de camundongos não diabéticos 

foi semelhante à de camundongos diabéticos (Gráfico 3 - Painel A). Desta forma, algumas 

hipóteses referentes a esses achados, foram estabelecidos com base nos dados da literatura. 

Price et al., 2014 (80) mostraram que os linfócitos T, portadores de TCR transgênico (BDC2.5) 

específico para o antígeno da célula β, quando transferidas para linhagens congênitas 

resistente a diabetes (camundongos NODidd3/5), obtiveram resultados semelhantes aos 

níveis de proliferação após estimulação com DCs apresentando antígenos de células β 

quando comparados com aquelas transferidas para camundongos NOD. Zhao et al., 2019 

(81). Ou seja, não encontraram diferenças na capacidade proliferativa e na sobrevivência de 

linfócitos efetores periféricos (TCD4+) ou populações Tregs comparando camundongos NOD 

com a linhagem de camundongos não diabéticos C57BL/6 (B6). Christianson et al., 1993 (82); 

Füchtenbusch et al., 2005 (83) e Verdaguer et al., 1997 (84), mostraram que linfócitos 

específicos TCD4+ para determinado antígeno provenientes de células beta virgens (84) ou 

aquelas obtidas de camundongos NOD pré-diabéticos (82, 83), quando transferidos para 

camundongos NOD-SCID, induzem a doença diabética. Estes achados podem sugerir que a 

ativação dos linfócitos T está programada para responder aos antígenos das células β antes 

do início da progressão do diabetes (83), o que poderia explicar os níveis semelhantes de 

proliferação de linfócitos T obtidos de camundongos diabéticos e não diabéticos. 

 Especificamente considerando o efeito do EALFPA em linfócitos TCD4+ de 

camundongos diabéticos e não diabéticos, uma possível hipótese para explicar este achado 

relaciona-se ao aumento da atividade das espécies reativas de oxigênio em camundongos 

diabéticos NOD e ao efeito antioxidante e antiproliferativo do EALFPA. Previte et al., 2017 

(85) mostraram que a proliferação de linfócitos TCD4+ de camundongos NOD TCR 

transgênicos (BDC.2.5) depende da atividade de ROS e a eliminação de ROS durante a 

ativação interrompe linfócitos TCD4+ na fase do ciclo celular G0/G1, inibindo a expansão 

clonal. No entanto, esta hipótese deverá ser testada para confirmar o impacto das vias de 
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geração de ROS na proliferação de células TCD4+ em camundongos diabéticos e não 

diabéticos. 

A presença de BM-APCs em culturas celulares mostrou que a produção de IL-2 

permaneceu a mesma em ambas as populações de linfócitos T avaliadas (Gráficos 5 e 6. 

Esses dados poderiam reforçar que o efeito de EALFPA na redução de IL-2 seria observado 

apenas na ausência de BM-APCs. Essa observação deve ter estudos adicionais sobre o 

impacto dos polifenóis na sinalização de IL-2 de ativação e não ativação de linfócitos T por 

BM-APCs. Dados da literatura mostraram que compostos fenólicos como rutina (86) e 

epigalocatequina-3-galato (EGCG) (87) inibem a proliferação de linfócitos T ativadas por 

mitógenos, afetando a progressão do ciclo celular pela modulação de proteínas relacionadas 

ao ciclo celular (87) e induzindo a apoptose (86). 

Por outro lado, Delvecchio et al., 2015 (19) mostraram que os compostos 

polifenólicos, quercetina e piperina, causaram perfil molecular antiinflamatório nas DCs, o que 

leva a redução da capacidade de criar sinapse imunológica estável em linfonodos de 

drenagem e, consequentemente, prejudica a proliferação de linfócitos T. Corroborando com 

isso, Gong et al., 2003 (88) mostraram que os antioxidantes quercetina e rutina, presentes 

nos extratos de tabaco, afetaram as APCs de potencial redox intracelular, interferindo em vias 

redox-sensíveis relacionadas à função de apresentação de antígenos dessas células. Assim, 

parece que os compostos polifenólicos do EALFPA podem afetar a resposta proliferativa de 

linfócitos T, modulando diretamente as vias de sinalização de ativação de linfócitos T e 

interferindo na capacidade das APCs de estimular estas células. 

Para prosseguirmos com a investigação, avaliamos os níveis de citocinas 

secretadas pelos linfócitos nos sobrenadantes das culturas mistas. As citocinas apresentam 

papel importante no desenvolvimento e ativação de células imunes, influenciando na 

sinalização celular, principalmente em doenças inflamatórias e autoimunes (como no caso o 

DM-1).  A insulite destrutiva ocasionada no DM-1 está associada a níveis elevados de 

citocinas Th1 (IL-2, IL-12 e IFN-γ) e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-α) 

em modelos animais (89). A citocina IL-6 é considerada multifuncional, pois é secretada por 

linfócitos T e macrófagos para estimular a resposta imune durante a inflamação (90). 

Hundhausen et al., 2016 (91), mostraram respostas aumentadas de linfócitos T à IL-6 em DM-

1 devido ao aumento na expressão do receptor de IL6 (IL-6R) na célula. Estudo realizado em 

população de crianças com DM-1 mostrou aumento da citocina IL-6 sérica em comparação à 

controles saudáveis (92). A citocina IFN-γ é produzida por vários tipos de células sendo 

fundamental em diversos processos inflamatórios e considerada fator importante, juntamente 

com a IL-1β, no desequilíbrio energético da célula beta e desenvolvimento do DM-1.  Desta 

forma, o bloqueio destas citocinas poderia ser fator relevante no controle da inflamação do 

DM-1 (93). 
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Estudos provenientes do modelo experimental de DM-1 indicam que a insulite 

destrutiva do DM-1 está associada a mecanismos efetores pró-inflamatórios desencadeados 

por citocinas como IL-1β IL-6, TNF-α, IFN- (89), bem como os produzidos pela população 

Th17 (94). Por outro lado, a IL-10 parece exercer papel protetor nos camundongos NOD, 

reduzindo a infiltração inflamatória nas ilhotas pancreáticas e inibindo a apoptose das células 

beta (95). Aqui, demonstramos que as culturas celulares mistas tratadas com 300 µg/mL de 

EALFPA apresentaram redução na concentração de IL-6 em comparação com culturas não 

tratadas (Gráfico 7A e B). Corroborando com esses achados, Hosokawa et al., 2010 (96), 

utilizando cultura de células de fibroblastos gengivais humanos derivados de periodontite 

crônica, mostraram que os polifenóis do chá verde, principalmente as catequinas como 

EGCG, foram capazes de reduzir a produção de IL-6 por meio da inibição da sinalização do 

fator de necrose tumoral superfamília 14 (TNFSF14). 

Desta forma, observamos que o tratamento com EALFPA não modificou a 

produção de TNF-α nas culturas celulares mistas conforme demonstrado no Gráfico 7C e D. 

A literatura mostra dados conflitantes sobre a modulação do TNF-α por polifenóis em BM-

APCs, apresentando efeito inibitório (19) ou estimulatório (22) na produção dessa citocina. 

Além disso, Ludewig et al., 1995 (97), mostraram  que o TNF-α é uma citocina pró-inflamatória 

importante na maturação e sobrevivência das DCs, camundongos deficientes em TNF não 

conseguem induzir a maturação completa de DCs. Assim, o equilíbrio entre a sinalização 

estimulatória e inibitória, derivada dos diferentes polifenóis presentes no EALFPA, poderia 

explicar parcialmente esses achados. Em relação à modulação de IL-10, mostramos sua 

redução nas culturas celulares mistas tratadas com EALFPA apenas quando BM-APCs 

estavam presentes (Gráfico 7I e J), o que contradiz parcialmente alguns achados da literatura 

(95). No entanto, alguns estudos apontam que a produção elevada de IL-10 observada em 

crianças e adultos com diabetes pode ser mecanismo compensatório em resposta ao aumento 

de citocinas pró-inflamatórias (92, 98). Uma vez que EALFPA induz a redução das citocinas 

pró-inflamatórias de IL-6 e IFN-γ (Gráficos 7A e B – 7E e F, respectivamente), este mecanismo 

compensatório pode ter sido afetado. 

Para melhorar o entendimento dos mecanismos imunomoduladores dos 

polifenóis, uma questão crucial está relacionada à capacidade de modificar o perfil 

maturacional das BM-APCs e, consequentemente, a polarização de linfócitos T antígeno-

específicas. Nós mostramos que o tratamento com EALFPA induz ao perfil tolerogênico em 

BM-APCs, evidenciado pela regulação negativa da molécula coestimuladora CD86 (Gráfico 

9A), seguida pela regulação positiva da enzima IDO-1 (Gráfico 9B), um marcador bem 

conhecido de APCs tolerogênicas (99). Essas BM-APCs tolerogênicas podem polarizar 

linfócitos TCD4+ para o perfil Treg, evidenciado pelo aumento da população de linfócitos 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ludewig+B&cauthor_id=7621870
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TCD4+CD25+FoxP3+ (Gráfico 8). Uma vez que os camundongos NOD falharam na regulação 

da resposta imune, afetando a capacidade regulatória das APCs de ativar a população de 

linfócitos T reguladores CD4+CD25+ e preservar a expressão ideal de Foxp3 nessas células, 

os efeitos imunomoduladores do EALFPA poderiam interferir nessa falha e retardar a 

progressão da doença autoimune. No entanto, investigações futuras das propriedades dos 

polifenóis na modulação das interações APC e linfócitos T reguladores devem ser estudadas. 

Além disso, também observamos uma redução significativa na produção de IFN- em culturas 

celulares mistas tratadas com EALFPA (Gráfico 7E e F) que sugerem inibição da diferenciação 

de células efetoras Th1. 

Estudos recentes mostraram que as DCs podem participar da regulação do DM1, 

pois está relacionada à ação de linfócitos T autorreativos contra as células beta pancreáticas. 

A tolerância mediada por DCs pode ocorrer por meio da privação de DCs por aminoácidos 

essenciais por depleção dos níveis celulares de triptofano, produção de quinureninas; na qual 

são conhecidas por serem tóxicas para as células T proinflamatórias e indução de células T 

reguladoras.   

A tolerância mediada por BM-APCs pode ocorrer em resposta à indução da 

enzima IDO-1, onde a sua atividade enzimática resulta na depleção do triptofano, induzindo a 

interrupção do ciclo celular e aumentando a apoptose das células T (11, 16).  

Além disso, a atividade metabólica do IDO-1 gera quinureninas, que são 

conhecidas por serem seletivamente tóxicas para linfócitos T efetores, mas induzem a 

diferenciação de Tregs por meio da sinalização do receptor de hidrocarboneto aril (11, 16). 

Xie et al., 2015 (100), usando modelo experimental camundongos machos doadores C57BL/6 

(H2b) e receptores BALB/c (H2d) de transplante de intestino delgado alogênico, mostrou que 

as DCs com IDO superexpressas inibiram células efetoras e induziram a geração de linfócitos 

Treg Foxp3+. Jacques et al., 2015 (101) concluíram que a tolerância imunológica que ocorre 

em resposta à indução da enzima IDO resulta na redução dos níveis celulares de triptofano e 

na produção de quinureninas (responsáveis por matar os linfócitos T pró-inflamatórias e 

induzirem a proliferação de linfócitos T reguladores). Desta forma, mostramos que EALFPA 

induziu BM-APCs a um perfil tolerogênico expressando a enzima IDO-1 (Gráfico 9B), 

influenciando a diferenciação de Tregs CD4+CD25+FoxP3+ em linfócitos T de camundongos 

NOD diabéticos, mas não em camundongos NOD não-diabéticos (Gráfico 8). Esses 

resultados podem indicar que essas BM-APCs tolerogênicas podem converter quinureninas 

eficientemente ativadas em um perfil Treg. 

Sharma et al.,2009 (102) mostraram que a expressão de IL-6 foi regulada pela 

atividade de IDO 1. Quando a IDO-1 estava ativa, a produção de IL-6 foi suprimida, 

sugestionando um mecanismo molecular chave pelo qual a IDO-1 mantém Treg é bloqueando 

a indução de IL-6 em DCs. Koorella et al., 2014 (103) mostraram que a produção de IL-6 e 
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IDO-1 pelas DCs depende das mesmas vias de sinalização induzidas pelas moléculas 

coestimuladoras CD80 e CD86, onde a produção de IL-6 inicia dentro de 4 horas após a 

estimulação em contraste com a ativação de IDO-1 que ocorre dentro de 24 horas. 

Corroborando com estes achados, mostramos que o tratamento com EALFPA induz a 

redução da expressão de CD86 (Gráfico 9A) e a produção de IL-6 (Gráfico 7 e B), associada 

a um aumento na expressão de IDO-1 (Gráfico 9B), após 96 horas de estimulação celular. 

Além disso, a supressão mediada por IL-6 pela expressão de IDO-1 parece crucial para 

prevenir a reprogramação de Treg em células proinflamatórias com o fenótipo Th-17 (104). 

No presente trabalho demonstramos uma frequência aumentada de Tregs em culturas 

tratadas com EALFPA (Gráfico 8), mas não há diferenças significativas na produção de IL-

17A em comparação com culturas não tratadas (Gráfico 7G e H). Esses resultados podem ser 

parcialmente explicados pelo complexo equilíbrio das vias de diferenciação de quinureninas 

Tregs e Th-17, uma vez que as células de ambas as populações são diferenciadas a partir 

dos mesmos linfócitos TCD4+ virgens com estreita relação nas vias de diferenciação de ambos 

os fenótipos funcionais, permitindo uma transdiferenciação dessas populações em função dos 

estímulos microambientais (104, 105).      
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7. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho mostramos que o tratamento com o EALFPA pode induzir perfil 

tolerogênico nas BM-APC que podem polarizar quinureninas T ao perfil de Treg. Além disso, 

a redução significativa na produção da citocina IFN-γ em culturas celulares mistas tratadas 

poderia sugerir um efeito inibitório de EALFPA na diferenciação de células efetora Th1. Em 

conjunto, estes resultados fornecem uma compreensão adicional das propriedades 

imunomoduladoras dos polifenóis que compõe as folhas de P. alata, que podem representar 

um potencial candidato para apoiar o tratamento das respostas inflamatórias autoimunes, 

como no caso o DM-1. 

O conjunto de nossos resultados contribuem para melhor compreensão das 

propriedades dos polifenóis presentes nas folhas de P. alata visando considerando efeitos 

antiinflamatórios e antiproliferativos, e translacionalidade para protocolos clínicos em doenças 

inflamatórias crônicas como o DM-1, entre outras. 
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