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RESUMO

A obesidade associada a hiperglicemia esta correlacionada diretamente com a disfungao
da barreira intestinal ¢ com o risco de distirbios inflamatérios intestinais. Entdo,
resolvemos investigar se a quebra da homeostase intestinal provocada obesidade
associada a hiperglicemia interferiria na inducdo da tolerancia oral e afetaria o a

ocorréncia da alergia alimentar.

Primeiramente, utilizamos camundongos C57/BL6 tratados com dieta hipercaldrica, rica
em agucar ¢ manteiga (HSB) durante 13 semanas para inducdo de obesidade e co-

morbidades como a hiperglicemia.

Ao final de 13 semanas de tratamento com a dieta os animais estavam obesos e
apresentaram alteracdes importantes na mucosa intestinal como aumento da
permeabilidade intestinal, maior frequéncia de células caliciformes, e reducdo da
frequéncia de células T regulatorias (Tregs) nos linfonodos mesentéricos duodenais e
jejunais. Além disso, foi observada alterag@o na microbiota intestinal dos animais obesos.
Dada a importiancia da homeostase da mucosa intestinal para o desenvolvimento da
tolerancia oral foi avaliado se a capacidade de indugdo de tolerancia oral estava
preservada. Observamos que os camundongos obesos foram resistentes ao
desenvolvimento de tolerancia oral ao considerar a resposta celular e humoral. Além
disso, os camundongos controles magros que receberam OVA por via oral, tiveram
frequéncia aumentada de células T reguladoras CD4 Foxp3™ nos linfonodos, porém
nenhuma diferenga foi encontrada na frequéncia de células TCD4'Foxp3* em
camundongos obesos que receberam OV A por via oral. Logo, os animais obesos foram

refratarios ao desenvolvimento da tolerancia oral.

Existe uma correlagdo importante entre a hiperglicemia e quebra da homeostase intestinal.
Afim de investigar se a hiperglicemia teria um papel na resisténcia a indugao de tolerancia
oral, tratamos camundongos obesos com o modulador de glicemia Metformina (1g/L) por
21 dias, o que reduziu a glicemia de jejum nos camundongos obesos aos niveis
encontrados em camundongos controle. O tratamento de camundongos obesos com
Metformina resultou na restauracdo da inducdo de tolerancia oral a OVA e melhorou a
permeabilidade intestinal. Além disso, camundongos com hiperglicemia por tratamento

com streptozotocina (modelo de diabetes tipo 1) também ndo desenvolveram tolerancia



oral ap6s a administracio de OVA por via oral. O que confirma a relagdo entre
hiperglicemia e resisténcia a inducao de tolerancia oral. A falha na indu¢do da tolerancia
oral ou a quebra da homeostase intestinal pode resultar em alergia alimentar. Para
verificar a relagdo da obesidade com a alergia alimentar os camundongos, ap6s a indugao
de obesidade foram imunizados com OV A e receberam o desafio na dgua de beber. Os
camundongos obesos alérgicos mostraram maior perda de peso e aumento significativo
da secre¢do de IgGl anti-Ova em comparagdo com camundongos controles magros
alérgicos e tiveram a reacdo de anafilaxia cutdnea passiva mais intensa que os animais

magros, mostrando que a obesidade agrava a alergia alimentar.

Para investigar a traducdo de nossos achados para a pratica clinica em humanos,
comparamos os niveis séricos de IgE de pacientes obesos com hiperglicemia (DM2) com
niveis encontrados em individuos obesos com glicemia normal. Individuos com DM?2
apresentam niveis séricos de IgE mais elevados quando comparados a pacientes obesos
sem hiperglicemia. Além disso, avaliamos a expressdo génica em biopsias de jejuno de
pacientes obesos com e sem hiperglicemia. Dentre os genes, identificamos a regulacdo
negativa de IL-22, IL-10, Foxp3, ZO-1 e claudina 2 e a regulacdo positiva de IL-33 e IL-

5 em obesos hiperglicémicos.

Juntos, sugerem que a obesidade associada a hiperglicemia dificulta a indugdo de
tolerancia oral pela quebra da homeostase intestinal, e que a obesidade pode agravar os
fendmenos alérgicos. Uma melhor compreensdo da relagdo entre obesidade e respostas
imunes mucosas pode ajudar a desenvolver novas estratégias terapéuticas para alergia

alimentar com base em mecanismos de tolerancia oral.

Palavras-chave: Tolerancia oral, obesidade, hiperglicemia, sistema imunoldgico,

imunologia da mucosa, alergias alimentares



ABSTRACT

Obesity associated with hyperglycemia is directly correlated with intestinal barrier
dysfunction and the risk for inflammatory bowel disorders. So, we decided to investigate
whether the breakdown of intestinal homeostasis caused by obesity associated with
hyperglycemia would interfere with the induction of oral tolerance and would affect the

occurrence of food allergy.

First, we used C57/BL6 mice treated with a hypercaloric diet, rich in sugar and butter

(HSB) for 13 weeks to induce obesity and comorbidities such as hyperglycemia.

At the end of 13 weeks of treatment with the diet, the animals were obese and showed
important changes in the intestinal mucosa such as increased intestinal permeability,
higher frequency of goblet cells, and reduced frequency of regulatory T cells (Tregs) in
duodenal and jejunal mesenteric lymph nodes. In addition, changes in the intestinal
microbiota of obese animals were observed. Given the importance of intestinal mucosa
homeostasis for the development of oral tolerance, it was evaluated whether the ability to
induce oral tolerance was preserved. We observed that obese mice were resistant to the
development of oral tolerance when considering the cellular and humoral responses. In
addition, lean control mice that received oral OVA had an increased frequency of
CD4+Foxp3+ regulatory T cells in lymph nodes, but no difference was found in the
frequency of CD4+Foxp3+ T cells in obese mice that received oral OVA. Therefore,

obese animals were refractory to the development of oral tolerance.

There is an important correlation between hyperglycemia and disruption of intestinal
homeostasis. In order to investigate whether hyperglycemia would play a role in
resistance to oral tolerance induction, we treated obese mice with the glycemic modulator
Metformin (1g/L) for 21 days, which reduced fasting glycemia in obese mice to the levels
found in control mice. Treatment of obese mice with Metformin resulted in restoration of
oral tolerance induction to OVA and improved intestinal permeability. Furthermore, mice
with hyperglycemia caused by the treatment with streptozotocin (model of type 1
diabetes) also did not develop oral tolerance after oral administration of OVA. This
confirms the relationship between hyperglycemia and resistance to oral tolerance
induction. Failure to induce oral tolerance or disruption of intestinal homeostasis can
result in food allergy. To verify the relationship between obesity and food allergy, after

obesity induction, mice were immunized with OVA and challenged in drinking water.



Allergic obese mice showed greater weight loss, significant increase in anti-Ova IgG1
compared to allergic lean control mice, and had a more intense passive cutaneous

anaphylaxis reaction than lean animals, showing that obesity aggravates food allergy.

To investigate the translation of our findings to clinical practice in humans, we compared
the serum IgE levels of obese patients with hyperglycemia (DM2) with levels found in
obese individuals with normal blood glucose. Individuals with DM2 have higher serum
IgE levels when compared to obese patients without hyperglycemia. In addition, we
evaluated gene expression in jejunal biopsies from obese patients with and without
hyperglycemia. Among the genes, we identified the downregulation of IL-22, IL-10,
Foxp3, ZO-1 and claudin 2, and the upregulation of IL-33 and IL-5 in hyperglycemic

obese patients’ genes. The genes are related with gut homeostasis and allergic diseases.

Together our data suggest that obesity associated with hyperglycemia makes it difficult
to induce oral tolerance by breaking intestinal homeostasis, and that obesity can aggravate
allergic phenomena. A better understanding of the relationship between obesity and
mucosal immune responses may help to develop new therapeutic strategies for food

allergy based on oral tolerance mechanisms.

oral.

Keywords: Oral tolerance, obesity, hyperglycemia, immune system, mucosal
immunology, food allergies
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1. INTRODUCAO
A obesidade

A obesidade ¢ definida como acimulo excessivo de gordura corporal determinado
por diversas causas. O acumulo de gordura corporal ndo ¢ necessariamente prejudicial a
saide de um animal. Embora a obesidade seja rara na natureza, existem animais
naturalmente obesos, como as focas e os ursos polares. Além disso, nesses casos, o alto
grau de adiposidade ndo impede, pelo contrdrio pode contribuir para sua aptidao,
equipando-os para sobreviver em ambientes muitas vezes hostis (POND, 1998). Porém,
a obesidade apresentada em humanos modernos, ¢ acompanhada por inflamacdo e
frequentemente por doencas e deficiéncias. Embora ndo haja uma vantagem clara e
identificavel em ser obeso, o limite para o acimulo de gordura toleravel difere entre os

individuos e pode ser determinado por variaveis ambientais e genéticas.

Nos ultimos 50 anos, a ocorréncia de obesidade humana aumentou
significativamente em todo o mundo. Um estudo avaliou a prevaléncia mundial de
sobrepeso e obesidade em criancas e adultos durante 1980-2013, e identificou que a
proporcao de adultos com excesso de peso alternou de 28,8% para 36,9% em homens, e
de 29,8% para 38,0% em mulheres (NG et al., 2014). No Brasil, a prevaléncia da
populacao com excesso de peso e obesidade identificados em 2018 foi de 55,7% ¢ 19,8%,
respectivamente (BRASIL, 2019). Uma avaliagao realizada com dados de 200 paises dos
anos de 1975 a 2014, observou 19,2 milhdes de pessoas, e identificou um aumento global
da prevaléncia de obesidade que passou de 34 milhdes de homens e 71 milhdes de
mulheres em 1975, para aproximadamente 266 milhdes de homens e 375 milhdes de
mulheres em 2014. No ranque mundial, o Brasil que ocupava a décima posi¢ao de homens
obesos em 1975, e passou para a terceira posicdo em 2014. Com relagdo as mulheres
obesas, o pais passou da nona para a quinta colocacdo (DI CESARE et al., 2016). Ainda
segundo DI CESARE et al., 2016, se as tendéncias atuais continuarem até 2025, a
prevaléncia global de obesidade chegard a 24% nos homens e ultrapassard 27% nas

mulheres.

Dentre os fatores envolvidos na génese da obesidade, a alta ingestdo de
carboidratos e lipideos se destaca como desencadeador da doenca (KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016). Miller V, et al., (2017) avaliou o consumo de frutas,

legumes e verduras que sdo considerados marcadores de uma alimentagdo adequada e



saudavel em 18 paises, com o total de 135335 participantes e identificou um maior
consumo de frutas, legumes e verduras em individuos com nivel mais alto de educagdo e
etnia branca (MILLER, V. et al., 2017),. No Brasil, a frequéncia de consumo de frutas e
verduras foi de 35,2%, sendo menor para homens (28,8%) quando comparado a mulheres
(40,7%). Ja o consumo de carne com gordura foi de 32% da populacdo, condi¢do duas
vezes mais frequente em homens (43,1%) do que mulheres (22,5%) (BRASIL, 2017).
Estes dados mostram que o consumo de frutas, verduras e legumes ¢ inferior ao
recomendado pela Organizacdo Mundial da Satide e Organizagdo das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (OMS/FAOQO), que orienta um consumo de pelo menos
400g/dia (excluindo tubérculos). Segundo as duas organizagdes, o consumo de uma
ampla variedade de frutas e verduras assegura a adequa¢do da maioria dos
micronutrientes, fibras e outras substancias essenciais € pode substituir o consumo
excessivo de alimentos que contém muita gordura saturada, aglicar e sal, nutrientes que
quando consumidos em excesso podem ser preditores de doencas cardiovasculares,

diabetes mellitus, dislipidemia e obesidade (WHO, 2003).

A obesidade ¢ uma doenca multifatorial complexa e esta associada a ocorréncia
de doencas metabdlicas, cardiovasculares e doencas inflamatorias cronicas, como
dislipidemia, doenga hepatica ndo alcoolica, hipertensdo e doenca coronariana (WINER
et al., 2016). Em condic¢des de obesidade, o tecido adiposo pode se tornar severamente
disfuncional apresentando alteragdes como aumento de tamanho e distribui¢do atipica no

corpo.

O tecido adiposo ¢ um o6rgao enddcrino complexo importante na homeostase
energética respondendo rapidamente e de forma dinamica a alteragdes como privagao ou
excesso de nutrientes (SUN; KUSMINSKI; SCHERER, 2011). Além de adipdcitos, o
tecido adiposo possui também macrofagos, linfocitos, fibroblastos, progenitores celulares
e células endoteliais. Esse tecido ¢ responsavel pela secrecdo de moléculas como leptina,
adiponectina, citocinas e reguladores vasculares (angiotensina II e inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1)) (ANDERSEN, C. J.; MURPHY, K. E.; FERNANDEZ, M. L.
2016).

Em circunstancias normais, o tecido adiposo ¢ considerado um tecido conjuntivo
de baixa densidade e com alta plasticidade. No entanto, no estado obeso, o conteudo de
fibras conectivas do tecido adiposo aumenta, principalmente o colageno VI (KHAN et

al., 2009), tornando a matriz extra celular mais rigida e com menor capacidade de



expandir para depositar lipideos excedente, o que aumenta também a concentracio de
acidos graxos livres e o deposito de lipideos de forma ectdpica em 6rgaos como figado,
musculo esquelético e pancreas enddcrino, resultando em desequilibrio metabolico e
lipotoxicidade (SUN; KUSMINSKI; SCHERER, 2011)(KUSMINSKI; BICKEL;
SCHERER, 2016).

Pesquisa realizada por Khan e colaboradores mostraram que animais que ndo
tinham coldageno VI na matriz extra celular, que envolve o tecido adiposo, quando
alimentados com dieta rica em lipideos, ou animais geneticamente deficientes para o gene
da leptina (0b/0b), apresentaram um melhor clearance de glicose, redugdo do acumulo de
gordura ectdpica e aumento do tamanho adipécitos, resultando em um tecido adiposo
menos denso e menos estruturado, o que favorece as taxas de sobrevida dos adipdcitos
(KHAN et al., 2009). Além disso, a auséncia de colageno VI também resultou em niveis
reduzidos de elastina, uma molécula chave na elasticidade da matriz extra celular, cuja
principal fun¢do ¢ auxiliar na contragdo celular permitindo que apds expansao a célula
volte ao seu tamanho original. Nos adipdcitos, a reducdo da elastina sugere que estes sdo
capazes de se expandir com menos tensdo, o que favorece o aumento do tamanho do
adipdcito. Vias metabolicas como das quinases reguladoras envolvidas na tensdo de
cisalhamento, como a ERK e JNK, foram significativamente reduzidas no adipocito na
auséncia colageno IV, o que também reduz a tensao de cisalhamento na membrana e torna
a matriz extra celular mais flexivel, reduzindo as restrigdes hemodinamicas devido fibrose
do ambiente extracelular, permitindo assim, maior plasticidade e menor estoque de

lipidios de forma ectopica (KHAN et al., 2009).

Em adicdo as alteragdes estruturais, ocorre também alteracdes na secrecdo de
componentes pelos adipocitos. Ocorre, aumento da secrecao de citocinas tais como TNF-
a, interleucina-1p (IL-1p), IL-6, IL-8, leptina e resistina, e a redugdo paralela de IL-10 e
adiponectina caracterizando, a obesidade como um estado inflamatorio de baixa
intensidade (CINTI et al., 2005; HERSOUG; LINNEBERG, 2007, KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016; SUN; KUSMINSKI; SCHERER, 2011). A saturagdo da
capacidade hipertrofica dos adipdcitos em armazenar lipideos excedentes proporciona o
aumento da concentracdo de 4cidos graxos livres (FFA) (SUN; KUSMINSKI;
SCHERER, 2011), que promovem a ativagdo de vias de sinalizagdo como as do IKKf e
do NF-«xB, e das vias de sinalizagdo pelos receptores do tipo Toll (TRL) (BAKER;



HAYDEN; GHOSH, 2011: CHIANG et al., 2009), o que também favorece o estado

inflamatorio.

Hotamisligil e colaboradores, na década de 90, mostraram que os niveis de TNF-
o estavam aumentados em camundongos obesos (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993). Mais tarde, novos trabalhos correlacionaram positivamente o
tamanho dos adip6citos com a concentragdo de TNF-a (WINKLER et al., 2003). O TNF-
o favorece a via de ativacdo do NF-kB, estimula da via de sinalizag¢do para morte celular,
atua inibindo a expressdo do transportador de glicose GLUT-4 e induz o aumento os

niveis de FFA reduzindo a sensibilidade a insulina (GOMEZ-HERNANDEZ et al., 2016).

Além disso, camundongos alimentados com dieta hiperlipidica apresentam maior
frequéncia de linfocitos T CD4" e T CD8" no tecido adiposo, e niveis aumentados de IFN-
vy € TNF-a quando comparados a animais controle magros (LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007). A infiltragado de TCD8" no tecido adiposo precede o acimulo de
macréfagos CX3CR1™ que migram em resposta aos niveis aumentados de FFA, glicose
e apoptose, amplificando o processo inflamatorio local. Todos esses eventos contribuem
para a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias, liberacdo de proteina quimiotatica
de monocitos 1 e 3 (MCP-1) e MCP-3, e cria um ciclo de recrutamento celular continuo

com inflamacao constante no tecido adiposo (NISHIMURA et al., 2009).

Para além do tecido adiposo localizado na regido abdominal, a obesidade favorece
o depdsito ectopico de lipideos , 0 que compromete também a arquitetura e funcionalidade
de 6rgdos primarios e secundarios do sistema imune, incluindo a medula 6ssea, o timo e
os linfonodos (YANG et al., 2009). Na medula 6ssea, o acumulo de lipideos reduz a
hematopoiese e, no timo, a timopoiese resultando na restri¢ao da diversidade do repertorio
de receptores de células T (YANG et al., 2009). Nos 6rgaos linfoides periféricos, ocorre
reducdo da migracdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) para linfonodos
periféricos e consequente a diminui¢ao na diferenciagdo de linfécitos T (WINER, D. A.
et al., 2016). Essas alteracdes levam a disfun¢do dos orgdos linfoides, distribuicdo
inadequada das populagdes de leucocitos e modificagcdo na atividade dos linfécitos, o que
pode afetar a resposta imune contra patégenos, a regulacdo da resposta imune aos

antigenos da dieta e aos componentes da microbiota intestinal.

As alteracdes desencadeadas pela obesidade atingem também a mucosa intestinal.

Sendo assim, animais obesos apresentam modificacdes na composi¢do da microbiota,



aumento da permeabilidade intestinal e da concentracdo de bactérias ou produtos
bacterianos como lipopolissacarideo (LPS) na circulacdo sanguinea (WINER, D. A. et
al., 2016). A ativagdo de vias de sinalizagdo envolvendo TLR, em especial TLR4, pelo
LPS bacteriano regula a fosforilagao de proteinas e conduz a um aumento na produgado de
moléculas como o TNF-a, IL-6, leptina, resistina e quimiocinas ligantes do receptor de
quimiocina CC tipo 2 (CCR2), que est4 envolvido na migragdo de monocitos. Monocitos
e macrofagos imaturos sdo os principais produtores de mediadores pro-inflamatdrios
como IL-1PB, IL-6, TNF-a, IL-23, espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico
(NO) que causam danos teciduais e podem promover a diferenciacdo de células T naive
em cé¢lulas Thl e Th17, produtoras de IFN-y e IL-17, por meio da produgdo de IL-12 e
IL-6, respectivamente (SEO et al., 2015; GEIGER, 2015; SCHREIBER et al., 2013). Na
obesidade, os mondcitos podem nao se diferenciarem completamente para se tornarem
macrofagos maduros, assim, ndo regulam a produ¢do de IL-10 ou deixam de responder
ao seu estimulo (WOLTMAN; REYAL; BONNET, 2012). A soma das desses fatores

podem levar ao comprometimento da homeostase intestinal.

A mucosa intestinal e os mecanismos de homeostase e de inducdo de

tolerancia oral

O intestino delgado humano contém aproximadamente 10'2 c¢élulas linfoides por
metro. Esse nimero de células excede o nimero encontrado em todos os outros 6rgaos
linfoides juntos (MUCIDA et al., 2004; REZENDE; WEINER, 2017). Essa caracteristica
faz do intestino o maior compartimento imune do corpo com a dupla fun¢do, fornecer
resisténcia a toxinas e patdogenos invasores, € manter a tolerancia aos antigenos da dieta

¢ da microbiota (MOWAT, 2018; FARIA; WEINER, 1999).

O epitélio intestinal ¢ composto por enterdcitos, células de Paneth, células
caliciformes e células neuroenddcrinas. As células de Paneth possuem papel
antibacteriano crucial, pois produzem lisozima e peptideos anti-microbianos como as
defensinas. Essas células epiteliais especializadas sdo encontradas apenas no intestino
delgado, particularmente no ileo. Por outro lado, a concentragdo de células caliciformes
produtoras de muco aumenta progressivamente ao longo do trato gastrointestinal no
sentido proximal-distal. A produ¢do de muco ¢ controlada por mediadores imunes

incluindo leucotrienos e citocinas como IFN-y, IL-9 e IL-13. O muco também tem papel



antimicrobiano formando um gel que atua como uma barreira fisica, além de ser composto
por glicoproteinas (mucinas) que sdo toxicas para muitas bactérias (MOWAT, ALLAN

M.; AGACE, 2014).

Na parte central das vilosidades, localiza-se a lamina propria (LP), um tecido que
contém vasos sanguineos e linfaticos que se comunicam com os linfonodos mesentéricos
(LNMs), e muitas células do sistema imune inato e adaptativo. Os LNMs sdo locais
criticos para o estabelecimento da imunidade adaptativa as perturbacdes luminais onde
sdo diferenciadas tanto em células T efetoras como células T reguladoras FOXP3* (Treg).
Devido a presenca de células com localizagdo e fun¢do imune distintas ao longo do
intestino, os LNMs agem como sitios comunicadores entre a mucosa que drenam e as vias
periféricas de recirculagdo (via linfaticos aferentes) permitindo a mobilidade de células
como das células dendriticas (DCs) (ESTERHAZY, DARIA et al., 2016). Esterhazy e
colaboradores (2019) mostraram que os LNMs proximais (duodenais e jejunais)
apresentam caracteristicas mais tolerogénicas devido a assinatura génica das células
imunes e estromais, e a maior frequéncia de DCs CD103" com capacidade de metabolizar
acido retindico favorecendo a diferenciacio de células T reguladoras
TCD4"FOXP3*induzidas (iTreg) (ESTERHAZY et al., 2019). Essas caracteristicas sdo
impulsionadas pela microbiota intestinal que também tem composi¢do distinta nos
diversos segmentos do intestino (WORBS et al., 2006a). A absorcao de retinol realizada
no duodeno ¢ espelhada nos LNMs duodenais sendo dependente da via linfatica e
sugerindo que a rota linfatica compartimentalizada permite a existéncia de nichos
distintos ao longo do intestino para os orgdos linfoides. Isto contribui para a
regionaliza¢do da resposta imune da mucosa intestinal (HILL et al., 2008; MEDEIROS
et al.,2015). Além disso, a diferenciagdo em células Tregs induzidas diminuem ao longo
da cadeia dos LNMs intestinais, de maneira proximal para distal (ESTERHAZY, DARIA
etal.,2019).

Outro fator que contribui para a homeostase intestinal ¢ a manuten¢do do
equilibrio da microbiota. Adicionado ao papel antigénico desencadeado pelas proteinas
da dieta, a microbiota intestinal ¢ um estimulador antigénico natural que contribui para a
homeostase e aumento da producdo de IgA secretoria (WEINER, HOWARD L. ef al.,
2011). Esta ¢ composta por diferentes espécies de bactérias, virus e fungos. As bactérias
residem de forma subjacente & monocamada das células epiteliais, o que favorece a

homeostase entre a tolerancia e a imunidade do intestino (BOLLRATH; POWRIE, 2013).
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Em condi¢des de perda da homeostase intestinal as alteracdes na barreira
intestinal e a disbiose no intestino, como observado na obesidade, pode contribuir para a
ocorréncia de alguma perturbacdo do equilibrio do sistema imune de mucosa, o que
favorece uma disfun¢do no organismo de forma a desencadear o desenvolvimento de
doencas, bem como dificultar a tolerancia imune aos antigenos da dieta e da microbiota
(FARIA, A M.; WEINER, 1999; FARIA, ANA M C; WEINER, 2005;
SPIEKERMANN; WALKER, 2001).

A tolerancia aos antigenos ingeridos foi demonstrada inicialmente em 1911, Wells
e Osborne mostraram que a administragao oral de proteinas dietéticas, como a ovalbumina
(OVA), previne reagdes anafilaticas subsequentes a essa proteina em cobaias (WELLS
H.G; OSBORNE T.B., 1911). Décadas mais tarde, outros pesquisadores descreveram que
a administragao oral de antigenos resulta na indugao de supressdo da imunidade sistémica
humoral e celular ao antigeno administrado, reduzindo os niveis de anticorpos e também
as reagdes mediadas por linfocitos especificos (VAZ, NELSON M. et al., 1977), a esse

fenomeno foi dado o nome de tolerancia oral (OT).

A tolerancia oral ¢ um fendmeno fisioldgico que contribui para prevenir condi¢des
patologicas as proteinas alimentares e a microbiota comensal, inibindo respostas que
poderiam causar danos, como reagdes de hipersensibilidade, proliferacao de linfocitos e
secrecao de anticorpos (DA SILVA MENEZES et al., 2003; MILLER, A. et al., 1994;
SILVA et al., 2010). Os mecanismos envolvidos na inducdo de tolerancia oral sdo ainda
alvo de debate. De acordo com Howard ¢ colaboradores, o desenvolvimento da tolerancia
oral estd correlacionado com a supressao ativa ou com a anergia clonal dependendo da
dose e da frequéncia de administracdo do antigeno (CHEN et al., 1995). O tratamento
oral com doses altas de antigeno induziria a delecdo de linfocitos T especificos mediada
por apoptose, e o tratamento oral com doses baixas induziria a diferencia¢ao de células T
especificas reguladoras produtoras de TGF- e IL-4 (WEINER, H. L., 1994; WEINER,
HOWARD L. et al., 2011).

No entanto, os experimentos que mostraram a eliminacdo de linfocitos T
especificos para o antigeno administrado por via oral utilizavam doses muito altas de
antigeno (100mg OVA) e camundongos transgénicos (CHEN et al., 1995). Esses dados
nunca foram reproduzidos em camundongos convencionais quando foi utilizado doses

mais fisiologicas de antigeno. Vdrios estudos posteriores mostraram que a indugdo de
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tolerancia oral est4 correlacionada com a indug¢ao de células T reguladoras (Treg) (Figura

).

Em 1995, Sakaguchi e colaboradores descreveram que as células Treg sdo
essenciais na tolerdncia imunologica aos auto-componentes e que essas células sdo
caracterizadas como linfocitos TCD4" que expressam a cadeia alfa do receptor de alta
afinidade para IL-2 (CD25) (SAKAGUCHI et al., 1995). Este estudo mostrou que as
transferéncias adotivas de CD4"CD25" ou eliminag¢do de CD4*CD25" periférico induzem
doengas autoimunes sist€émicas e especificas. No entanto, a reconstitui¢do de células
TCD4'CD25" regula a expansdo adicional da resposta de células TCD4" e evita o
desenvolvimento de doencas autoimunes em camundongos nu/nu. Posteriormente,
definiu-se como caracteristica das Tregs a presenga do fator de transcri¢ao forkhead box
P3 (FoxP3) (HORI, 2003), e moléculas de superficie como o CTLA-4 (molécula
citotdxica associada a linfocitos T-4)(TAKAHASHI et al., 2000).

As células T reguladoras CD4'CD25"Foxp3" sdo geradas no timo sendo
chamadas de células reguladoras naturais (nTreg). J& as células T reguladoras
CD4'CD25"Foxp3* reativas a antigenos externos geradas em 6rgaos linfoides da periferia
a partir de células T naive, sdo chamadas de células reguladoras induzidas (iTreg), sendo
o intestino um sitio privilegiado para a inducao dessas células. A presenca da molécula
neuropilina 1 na superficie das Treg ¢ capaz de diferencia-las das iTregs (WEISS et al.,
2012). As interagdes entre as células apresentadoras de antigenos (APC) e as células T
naive precedem o desenvolvimento de tolerdncia e imunidade in vivo. Mucida e
colaboradores mostraram que a falha no desenvolvimento de iTregs pelo bloqueio da agao
de TGF-p comprometem o desenvolvimento da tolerancia oral, embora a auséncia de

nTregs derivados do timo ndo interfe na inducao desse fenomeno (MUCIDA et al., 2005).

Além das células Treg Foxp3™, varias subpopulagdes de linfocitos T com fendtipo
regulador induzidas na periferia sdo importantes na indu¢do de imunossupressdo, tais
como as Trl e as Th3 (WEINER et al., 2011; FARIA; WEINER, 2006b). Esses subtipos
de células Treg medeiam sua agdo pela secre¢do das citocinas como IL-10 e TGF-f
respectivamente. A producdo de citocinas inibitorias (IL-10 e TGF-B) e a citolise de
células efetoras por meio da liberacdo de granzima e perforina tem sido propostas como
mecanismos importantes utilizados pelas células iTreg para mediar a supressdo da

resposta imune inflamatéria (CAO et al., 2007).
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Embora as iTregs sejam consideradas células diferenciadas estas tem mostrado
apresentar certa plasticidade funcional, podendo adquirir expressio de fatores de
transcri¢do (Tbet, Gata 3 e RORyt) que definem outros subconjuntos de células T
auxiliares até entdo suprimidos. As células TCD4" auxiliares do tipo 1 (Th1) produzem
interferon-y (IFNy), além de IL-2 e TNFp. Estas células medeiam as respostas de
hipersensibilidade do tipo tardio e fornecem protegdo contra patogenos intracelulares e
virus (SZABO et al., 2000). As células Thl preferencialmente expressam genes que
incluem cadeia B2 receptor da IL-12, o receptor IL-18, 0 CCRS5 e o receptor da quimiocina
CXCR3 (KOCH et al., 2009). As células T-bet" Treg expressao o receptor de quimiocina
CXCR3 e acumularam-se em locais de inflama¢ao mediada por células Thl, o que resulta
em uma funcdo sobreposta com propriedades homeostiticas e migratorias unicas
otimizadas para a supressao de respostas Thl (KOCH et al., 2009). Di Giovangiulio e
colaboradores (2019) mostraram que individuos com colite ulcerativa e doenga de Crohn
na fase ativa apresentaram aumento da frequéncia de células Treg que expressao IFNy
em aproximadamente, quando comparados a individuos que na fase inativa. Além disso,
a expressdo de IFNy foi exclusiva de células Tbet Tregs (DI GIOVANGIULIO et al.,
2019). Assim, células reguladores Foxp3™ que expressdo Tbet podem manter a capacidade
supressiva, ¢ em certas condigdes podem adquirir um fendtipo Thl caracterizado pela

secrecao de IFNy e de citocinas pro-inflamatérias (KOCH et al., 2012).

J& o fator de transcrigdo GATA3 ¢ importante para induzir células Th2, e pode
agir ndo somente por meio da indugdo de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, mas também na
inibicdo de células Thl especificas (ZHU et al., 2006). A expressdo de GATA3 esta
altamente correlacionada com o receptor de IL-33, ST2, Anfiregulina (AREG) ¢ o
receptor de quimiocina CCR4. Este tltimo pode promover o recrutamento seletivo de
Tregs GATA3" para o local da inflamacdo ou a expressdo de GATA3" em células Treg
(SAKAI et al.,2021). A expressao intrinseca de GATA3 por Tregs favorece a capacidade
de recrutamento para o local da inflamacdo e a manutencao de altos niveis de expressdo
de Foxp3 (WOHLFERT et al., 2011). Wohlfert e colaboradores mostraram que in vitro
que na auséncia de mediadores inflamatorios, GATA3 foi induzido em células Tregs em
camundongos ¢ humanos apods a estimulacdo do TCR. Além disso, GATA3 ¢é expresso
principalmente em células Tregs que residem em tecidos que exibem inflamagao de baixo
nivel, controla a polarizacdo efetora excessiva por Tregs e sua capacidade de se acumular

nos tecidos durante a inflamacdo (WOHLFERT ef al., 2011). Em animais com células
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Tregs deficientes em GATA3, ocorre acumulo de células no trato gastrointestinal, com
aumento principalmente de células RORyt", em comparagdo com as células Tregs, e
houve secrecao de altos niveis da citocinas efetora IL-17A (WOHLFERT et al., 2011;
ZHU et al., 2006).

O fator de transcrigdo que também pode ser expresso em células Foxp3™ é o
receptor oOrfao relacionado ao receptor de acido retindico gama t (RORyt) presente
principalmente em células Th17 e nas ILC3s. A combinacdo de sinais derivados de
citocinas e fatores de transcricdo regulam a geracdo de células Treg que expressam
RORyT. A expressio de RORYT foi inicialmente descrita em células Thl7 pela
sinalizacdo conjunta de TGF-$ e IL-6 ou IL-21 dependente da sinalizagdo por STAT3
(ZHOU et al., 2007). No entanto, a expressdo de RORYT foi observada também em
células Treg FoxP3" que produzem IL-10 e ndo requerem a presenga de IL-6 para a sua
diferenciagao (LOCHNER et al., 2008). Células Foxp3*RORyt' Taf expressa IL-10 ¢
CCL20, e funcionam como células T reguladoras. Além disso, a propor¢ao de Foxp3*
para células RORyt Tof} produtoras de IL-17 permanece notavelmente constante em
camundongos que sofrem infec¢do e inflamacdo (OHNMACHT et al., 2015). O equilibrio
entre as células RORyT supressoras e inflamatorias (Th17) que ¢ direcionado para uma
maior diferenciacdo das células Treg RORyT" ¢ critico para a homeostase intestinal e a
quebra desse equilibrio resulta na diferenciacao das células Th17 patogénicas (XU et al.,

2018).

Mucida e colaboradores mostraram que o AR atua opondo-se ao desenvolvimento
de células Thl7 in vitro e in vivo, por meio da redu¢do da expressdo de RORyt. A
diferenciagdo de células T naive em células Th17 por células dendriticas (CD) dos mLN
estd reduzida na presenga de acido retindico (AR). Em cultura, células TCD4 na presenca
de citocinas inflamatorias e na auséncia de AR, o TGF-f induziu niveis elevados de
RORyt, no entanto quando o AR foi adicionado a expressdo foi reduzida. Além disso,
enquanto as células Treg geradas in vitro na presenca de TGF-p sozinho perderam a
expressao de Foxp3 apds a reestimulagdo, no entanto quando a diferenciacdo de TCD4
ocorreu quando além do TGF- f foi adicionado AR Da maioria das células T Foxp3 +
permaneceram Foxp3 + apds a reestimulagdo, indicando que RA conduz a diferenciagao
de a linhagem de células Treg estavel (MUCIDA et al., 2007). A geracdo de células Th17
ou células Foxp3+ Tregs dependente de TGF-B pode fornecer um mecanismo de

autocorre¢do para regular a imunidade pré e anti-inflamatéria(MUCIDA et al., 2007).
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Essa capacidade regulatoria tem particular relevancia para o intestino, onde a protegdo

imune eficiente deve coincidir com a manuten¢do da integridade da barreira mucosa.

Muitas células imunes produzem TGF- (predominantemente a isoforma de TGF-
B1), como macréfagos, linfocitos e DCs, ligado de forma ndo covalente a um pré-peptideo
N-terminal associado a laténcia (LAP), impedindo a ligacdo ao seu receptor de TGF-3
(ANNES, 2003). Existe uma populacao de células reguladoras TCD4" que expressam em
sua superficie o LAP ap0s a ativagdo, e secretam TGF-f3, IL-4 e IL-10. Estas células foram
identificadas como células supressoras em estudos de modelos murinos de inflamagdo
intestinal e denominadas Th3 (OIDA et al., 2003) e elas também tém sido descritas como
importantes mediadoras dos mecanismos inibitorias da tolerancia oral em modelos
murinos de esclerose multipla (REZENDE et al, 2013) e artrite reumatoide (GUSMAO-
SILVA et al, 2020). Como as células Th3 foram descritas antes da descoberta do fator de
transcrigdo Foxp3 como marcador essencial para a fungdo das células iTreg que
compartilham muitas propriedades supressoras com células Th3, ¢ possivel que essas
células possam dar origem umas as outras dependendo do ambiente onde elas encontram

o antigeno (REZENDE; WEINER, 2017).

Além disto, TGF-f ¢ importante para a indu¢ao da expressao de LAP na superficie
de células TCD4" independentemente da indugdo de Foxp3. O mecanismo supressor pelo
qual essas células inibem a reatividade inflamatoria de outros linfocitos ocorre através da
liberagdo de TGF-B1 (FARIA, ANA M C et al., 2003). Em linfécitos B, essa citocina
pode atuar na troca de isotipo de imunoglobulinas para IgA. Ela parece ser fundamental
na homeostase do intestino e de todo o corpo ja que camundongos geneticamente
deficientes em TGF-f1 morrem logo apds o nascimento devido a doenga inflamatoria
generalizada (SHULL et al., 1992). A producdo aumentada de TGF-B1 foi detectada em
diversos estudos sobre tolerancia oral, o que indica sua importancia no desenvolvimento

desse fendomeno (FARIA, A. M. C.; WEINER, 2006b).

Estudos anteriores mostram que diferentes linfonodos drenam diferentes
segmentos do intestino (HOUSTON et al., 2016). Esterhazy e colaboradores avaliaram a
funcionalidade e a assinatura genética dos linfonodos que drenam o intestino (LNMs) de
forma compartimentalizada. Assim, foi observado que a reducdo da frequéncia de células
TCD4'Foxp3™ ocorre dos linfonodos proximais para os distais (dos linfonodos
mesentéricos duodenais para os do colon). Ja, as células Th17 e as iTreg RORyT"

apresentaram um crescimento proximal-distal nos LNMs em condi¢des de homeostase.
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Além disso, ao administrar uma inje¢do com antigenos proteicos diretamente no ileo,
observou-se uma maior diferenciagdo de células Th17 e iTreg RORyT" nesse local,
quando comparado a inje¢do do mesmo estimulo no duodeno. Assim, o estudo mostrou
que os linfonodos que drenam o duodeno sdo locais importantes para a indugao de células
iTreg por antigenos orais, e ja os linfonodos que drenam o ileo favorecem a diferenciagao
de células TH17 e RORyT" iTreg (ESTERHAZY, DARIA; CANESSO; MESIN;
MULLER; CASTRO; et al., 2019).

Além das Tregs, outras células imunes que sdo fundamentais para a indugdo de
TO sdo as células apresentadoras de antigenos (APCs), incluindo DCs e macrofagos.
Dependendo dos marcadore que essas células expressam, elas se tornam criticas na
diferenciagdo de células de iTreg (COOMBES et al, 2007). No intestino, células
dendriticas convencionais (¢cDC) e macrofagos sdo encontrados no LP intestinal. As
populagdes de cDC sdo heterogéneas e o fenotipo esta relacionado ao microambiente. A
maioria do subconjunto ¢cDC sao CD103*CD11b,, CD103*CD11b* ¢ CD103-CD11b",
sendo que todas expressam o FTZbtb46 e sdo dependentes de FLT3L para o seu
desenvolvimento (JOERIS et al., 2017). Estudos anteriores demonstraram que as cDCs
presente na LP requerem o receptor 7 de quimiocina (CCR7) para migrar para LNMs. E
nesses linfonodos que ocorrem os eventos que conduzem as consequéncias sistémicas da
tolerancia (JANG et al., 2006; WORBS et al., 2006). Depois de adquirir o antigeno, as
cDCs migram por meio de vasos linfaticos aferentes para os LNMs. O comprometimento
da migracao celular entre a mucosa intestinal e os LNMs foi associado a falha na indugdo
de tolerancia oral. Lesdes nos vasos linfaticos causadas por infecgdes também interferem
na migracdo das células dendriticas CD103" da mucosa para os linfonodos

comprometendo a geracdo de tolerancia oral (FONSECA et al., 2015).

Os macrofagos CX3CR1" presentes na LP transferem os antigenos para as DCs
CD103" através da molécula connexin-43 (jungdo gap - Cx43). Em situagdes de delegdo
genética da Cx43, ocorre falha na indugdo de TO (MAZZINI et al., 2014). Somadas as
fungdes de apresentagdo de antigenos, os macrofagos CX3CR1" sdo importantes para
estabelecer tolerancia aos antigenos da dieta e da microbiota (KIM et al, 2018).
Macrofagos CX3CR1* também expressam CD11b* que favorece a proliferacao de células
T CD4+Foxp3" que se estabelecem na LP (HADIS et al., 2011). A transferéncia de
macrofagos CX3CR1* para camundongos deficientes em CX3CR1 ¢é capaz de inibir o

desenvolvimento de colite e a transloca¢do bacteriana (GEEM et al., 2014). Outro aspecto
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importante das células CX3CR1" ¢ sua atuagdo na manutengao de iTregs na LP mediada
pela secrecdo da citocina IL-10. O bloqueio da produ¢do de IL-10 por macrofagos
CX3CRI1" resulta em um aumento de células T efetoras especificas para patdogenos
produtoras IFN-y e inibe a indugdo de células T CD4"FoxP3" especificas para antigenos

administrados por via oral (KIM et al., 2018).

A participa¢ao das DCs CD103" na geragao de Tregs intestinais tem sido atribuida
a sua capacidade de metabolizar o acido retindico (AR) na presenca de TGF-f (MUCIDA
et al., 2007; AGACE; PERSSON, 2012). O AR apresenta efeito imuno-regulador e ¢é
produzido por meio de oxidagdo enzimatica, pela enzima retinaldeido desidrogenase 2,
codificada pelo gene Aldhla2, que ¢ expresso pela populacio de DCs envolvida na
indugdo de Treg. Na LP e nos LNMs, as DCs CD103" expressam quantidades mais
elevadas de RNAm de Aldhla2 que, por sua vez, exibem atividade aumentada de aldeido
desidrogenase (ALDH) induzindo a metabolizagdo de AR (HILL et al., 2008; SCOTT et
al.,2015; PRESCOTT et al., 2020). Além disso, as DCs dos LNMs na presenca de AR e
de TGF-B sao capazes de aumentar a expressao dos receptores de quimiocina CCR9 e da
integrina a4B7 promovendo a migracao dessas células para as mucosas. Essa combinagao
de mediadores também suprime a diferenciacdo de cé¢lulas Th17 dependente de TGF-3

(MOWAT, 2018; HILL et al., 2008b; MATTEOLI et al., 2010).

Estudos anteriores mostraram que CD103°CD11b" na mucosa sdo derivadas de
monocitos e expressam CCR2 que favorecem a geracdo de uma resposta Th17 (SCOTT
et al., 2015). As DCs presentes no LNMs proximais do intestino delgado possuem
respostas preferencialmente tolerogénicas, quando comparadas com as DCs mais
abundantes nos LN distais. Nos LNMs duodenais as DCs CD103"CD11b" apresentaram
uma assinatura mais anti-inflamatoria com niveis mais baixos de receptores de citocinas
inflamatorias como IL-1B ¢ IFN-y, e as DCs CD103"CD11b- DC do LNM duodenal
possuem alta concentragdo de CCL22 e fator Aldhla2, que codifica a enzima para a
producdo de AR a partir do retinol. Assim, a populacdo de cDCs dos LNMs proximais
(duodenal e jejunal) possuem assinatura metabdlica e imunoldgica mais tolerogénicos do
que aquelas presentes nos distais (ESTERHAZY, DARIA; CANESSO; MESIN;
MULLER; CASTRO; et al., 2019).

A soma dos mecanismos envolvidos na inducdo de tolerancia oral mostra que
apesar de ser um evento fisiologico, o desenvolvimento desse fendmeno requer uma

estreita sintonia entre os agentes envolvidos, e que a quebra da homeostase do organismo
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pode levar a defeitos nesse evento e comprometer a saide do individuo por favorecer o
aparecimento de doencas como alergia alimentar e inflamacao intestinal. Os mecanismos

indutores de tolerancia oral estdo resumidos na Figura 1.
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Figura 1- Mecanismo de desenvolvimento da tolerancia oral: O contato com proteinas da dieta reduz
ao longo do intestino de forma proximal para distal, ja o contrario acontece com a microbiota intestinal que
¢ mais frequente na regido distal. Outro aspecto importante ¢ a caracteristica de regionalizagdo dos LNM.
Cada linfonodo drena um segmento do intestino e estes por sua vez sdo imunologicamente distintos e
adaptados a regido que drenam. Os linfonodos que drenam o duodeno e jejuno apresentam alta frequéncias
de células T reguladoras Foxp3" e de ¢cDCs tolerogénicos quando comparados aos linfonodos distais. As
¢DC derivado da LP e dos linfonodos proximais produzem grandes quantidades de acido retindico, TGF-$
e apresentam uma alta expressdo de Aldhla2, essas caracteristicas conferem uma caracteristica mais
tolerogénica. Ao contrario, os linfonodos que drenam os segmentos mais distais apresentam uma maior
frequéncia de células Roryt" e Th17 caracterizando um perfil mais imunogénico. Ao entrar em contato com
o antigeno as células DC migram da LP para os linfonodos mesentéricos por meio de vasos eferentes e
apresentam este para uma célula T naive. A producdo de RA pelos DCs durante a interagdo com as células
T na presenca de TGF-} induz a expressdo de CCR9 e 047, direcionando para uma diferenciacdo da célula
T naive em uma célula Tregs induzida Foxp3®, enquanto suprime a diferenciagdo de células Thl7
dependentes de TGFp. A captagdo de antigeno ocorre por meio de uma variedade de mecanismos, incluindo
o transporte dos antigenos através das células M nas PP, por DCs que capturam antigenos associados a
células caliciformes, indiretamente por meio de células epiteliais de vilosidades ou por transferéncia de

macrofagos CX3CRI1 que captam antigenos luminais. As células dendriticas CCR7*CD103" DCs sdo mais
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eficientes do que macrofagos CX3CRI1" na indugdo de Tregs e tolerncia. A producdo de IL-10 por
macrofagos CX3CR1M residentes contribui para expandir células FOXP3" na LP. J4 a SIgA produzida por
plasmocitos e presente no muco bloqueiam a adesdo de bactérias comensais e patdogenos ao epitélio

intestinal; também neutraliza toxinas e lipopolissacarideos bacterianos que penetram nas células epiteliais.

As repercussoes da obesidade na mucosa intestinal

Como descrito anteriormente, a obesidade ¢ uma doenga complexa que envolve
varias causas, principalmente o excesso de consumo alimentar. Dessa forma, ha um
envolvimento direto da obesidade com a mucosa intestinal, com impactos negativos ao

sistema imune associado a mucosa do intestino.

Na literatura, ha evidéncias sobre as varias maneiras pelas quais a obesidade ¢ a
resisténcia a insulina podem afetar as respostas imunoes e a fisiologia intestinal. A
obesidade aumenta a inflamagdo jejunal e aumenta a densidade das populacdes de
macrofagos, células T CD3", linfocitos intraepiteliais € DCs no mucosa do intestino.
Também induz ao aumento da expressdo de citocinas proé-inflamatorias (IFNy, IL1J,
TNFa), quimiocinas e fatores co-estimuladores em células da lamina propria e
compartimento epitelial. O aumento nas populacdes de células T na mucosa intestinal de
individuos obesos também estd associado a uma resposta a insulina prejudicada em
comparag¢do com individuos magros (Monteiro-Sepulveda et al., 2015). Em humanos com
obesidade e resisténcia a insulina, ocorre aumento do perfil inflamatério no duodeno em
comparagdo com pacientes nao obesos, com mais citocinas inflamatorias e macrofagos
M1 (Ho-Plagaro et al., 2019). Além disso, a obesidade foi associada ao aumento da
permeabilidade intestinal, demonstrada pelo aumento das concentragdes séricas de
zonulina, juntamente com modifica¢des da microbiota (Morkl et al., 2018). O aumento
da permeabilidade intestinal também foi relatado em individuos com altos niveis de
glicemia de jejum, bem como niveis mais elevados de marcadores pré-oxidativos no
sangue em comparacdo com individuos saudaveis (Carnevale et al., 2017). Além disso,
verificou-se que a permeabilidade intestinal ¢ aumentada por uma dieta rica em gordura
(HFD), provavelmente mediada por uma redugdo na expressao de ZO-1 e occludina, que

entdo favorece a translocacao de LPS (Cani et al., 2008b).

Luck e colaboradores (2015) também investigaram os efeitos da obesidade
induzida por dieta na imunidade intestinal e mostraram que apds 12 a 16 semanas de

consumo de dieta hipercaldrica, ocorrem mudancas no perfil das células do sistema imune
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tanto no intestino delgado, como no célon. Ambos apresentaram aumento na frequéncia
¢ no niimero absoluto de células Thl produtoras de IFN-y e de células TCD8". Além de
redugdo na proporg¢ao de células Tregs CD4"Foxp3* quando comparados ao intestino de
camundongos magros (LUCK et al., 2015). Ao considerar a frequéncia de células
Tbet"(Thl), células T CD4"Foxp3* (Treg) e células TCD8" na LP do coélon ¢ do ileo de
humanos obesos, foi possivel observar resultados semelhantes aos encontrados em

camundongos (WINER et al., 2016).

A hiperglicemia associada a obesidade, também pode ser considerada como uma
outra causa das alteracdes do sistema imune associado a mucosa, ou mesmo como um
agravante das alteragcdes decorrentes da obesidade. Camundongos com hiperglicemia
decorrente de obesidade apresentam uma correlacdo positiva com o aumento das
concentragdes de IFN-y e IL-17 no intestino e com aumento da permeabilidade intestinal,
somados a reducdo da frequéncia de células regulatorias (Luck et al., 2015). Thais e
colaboradores mostraram que na auséncia de excesso de peso, a presenga da hiperglicemia
em camundongos tratados estreptozotocina e/ou db/db com ingestdo controlada de
alimentos, levou ao aumento da permeabilidade intestinal e aumento expressdao de PRP
(padrdes de reconhecimento de patdgenos) (Thaiss et al., 2018). Assim, parece que a
hiperglicemia secundaria a obesidade ou sem excesso de peso, a resisténcia a insulina ou
mesmo a diabetes tipo 1 sdo capazes de resultar em alteragdes importantes na homeostase

intestinal.

Outro ponto importante determinado pela dieta € a microbiota intestinal. A dieta
¢ um dos principais fatores determinantes da composi¢cdo da microbiota, ela modula a
abundancia de véarias espécies e, consequentemente, suas fungdes individuais ou
coletivas. Em condi¢des de obesidade acorre alteragdes das proporgdes de filos
bacterianos na microbiota intestinal com aumento de Firmicutes e declinio de
Bacteroidetes, estas alteragdes em humanos foram relacionadas a doengas inflamatdrias

intestinais (Turnbaugh et al., 2006).

Em camundongos o consumo de uma dieta rica em lipidios pode levar a alteragdes
na diversidade da microbiota intestinal e na permeabilidade intestinal. O grupo Burcelin
(2008, 2011) descreveu que ja ap6és uma semana de consumo de dieta hiperlipidica,
mudangas foram observadas na mucosa intestinal e na microbiota, como translocag¢ao
bacteriana, altera¢des na frequéncia de células imunes em 6rgdos linfoides e redugdo na

expressao de zonulina no intestino (Cani et al., 206 2008b; Amar et al., 2011).
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Além da influéncia dietética estudos vem descrevendo estratégias que podem
alterar a abundancia e a diversidade da microbiota intestinal. Backhed e colaboradores,
avaliaram o efeito da microbiota no ganho de peso por meio de transplante da microbiota
intestinal de camundongos convencionias para animais germ-free. Apds o transplante
fecal, os animais receptores apresentaram aumento da gordura corporal sem qualquer
aumento no consumo dietético, levantando a possibilidade de que a composi¢ao da
comunidade microbiana no intestino afete a quantidade de energia extraida da dieta
(BACKHED et al., 2004). Em outro estudo (TURNBAUGH et al., 2006b) foi mostrado
que camundongos germ-free que receberam dieta hipercaldrica foram resistentes ao
ganho de peso corporal, ao desenvolvimento de massa gorda e apresentaram glicemia e
insulinemia mais baixas quando comparado ao animal convencional com microbiota.
Outros estudos também identificaram o envolvimento da microbiota intestinal com o
controle do peso corporal e a com homeostase energética (TURNBAUGH et al., 2006a;
ZENG et al., 2016).

A relacdo entre as alteracdes da microbiota e a permeabilidade intestinal também
apresentam correlacdo com a resisténcia a insulina. Especificamente, alteragdes na
abundancia da microbiota intestinal causadas por niveis cronicamente elevados de glicose
e obesidade sdo conhecidas por resultar em disfuncdo na barreira intestinal (Guerville et
al., 2017). Uma das principais consequéncias das altera¢cdes inflamatorias e a quebra da
integridade do epitélio intestinal ¢ o extravasamento de produtos bacterianos, incluindo
endotoxinas, como LPS. Isso resulta em disfuncdo de 6rgdos imunes, distribuicdo
inadequada de populacgdes de leucocitos e alteracdes na atividade de linfocitos, que pode
afetar a resposta imune contra patégenos, a regulacdo da resposta imune aos antigenos
dietéticos e a microbiota intestinal. Alteragdes no metabolismo da glicose também podem

diminuir tolerancia de antigenos da dieta (Miranda et al., 2019).

Além disso, a composicdo da microbiota intestinal pode ser responséavel pelo
aumento da endotoxemia em resposta a uma dieta rica em gordura que, por sua vez,
desencadearia o desenvolvimento de obesidade e diabetes. Cani e colaboradores
mostraram que animais com obesidade induzida por dieta apresentaram altera¢des na
microbiota intestinal, aumento de endotoxemia, inflamag¢ao no tecido adiposo e alteragdes
metabolicos como diabetes. Estas alteragdes foram correlacionadas com o aumento de
LPS e com aumento da permeabilidade intestinal. No entanto, apds o tratamento oral com

antibioticos foi possivel observar redugdo dos niveis plasmaticos de LPS, melhora da
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permeabilidade, da inflamacao do tecido adiposo visceral, e da hiperglicemia (CANI et
al., 2008). Em adicdo outro estudo mostrou que a oferta de dieta hipercalorica somada ao
tratamento de infusdo continua de LPS resultou em aumento do peso corporal, da glicemia
de jejum, da adiposidade e de lesdo hepatica ainda na quarta semana de tratamento (CANI
et al.,2007). Assim, parece que a soma de fatores dietéticos e de agentes microbianos que
estimulam o sistema imune levam a alteracdes ainda mais rapidas e expressivas quando
comparadas apenas as modificagdes dietéticas. Além disso, o LPS também pode entrar
na circulagdo e no tecido adiposo através da captagdo por quilomicrons favorecendo ainda

mais o aumento do infiltrado inflamatoério no tecido adiposo (WINER et al., 2016).

Tendo em vista as alteragdes na mucosa intestinal e na resposta imune
associadas a presenca de obesidade, nossa hipdtese de trabalho foi que as alteracdes
inflamatorias desencadeadas pela obesidade poderiam afetar a indug@o de um fendmeno
imunorregulador importante para a homeostase do intestino e do sistema imune que ¢ a

tolerancia oral aos antigenos da dieta.

A quebra da homeostase intestinal e a alergia alimentar

A falha na indugdo da tolerancia oral ou a quebra dos mecanismos de tolerancia
existentes, pode resultar em imunopatologias como doencas inflamatérias intestinais
(DII), outros problemas relacionados a fisiologia intestinal, e a alergia alimentar
(BELKAID, 2015). Trabalhos anteriores tém demonstrado correlacdo positiva entre
obesidade e sintomas alérgicos, como niveis mais elevados de IgE em criangas e adultos
obesos (19,20, 21). Um estudo transversal realizado com 8.856 adultos na China
mostraram que individuos pré-diabéticos apresentaram correlagdo positiva entre niveis

elevados de glicose e IgE (WANG, H. et al., 2017).

As alergias podem ser definidas como respostas de hipersensibilidade imune a
antigenos ambientais comuns chamados alérgenos (GANGWAR et al., 2017). As
respostas de hipersensibilidade imediata do tipo 1 (reagdes alérgicas) desencadeadas por
esses alérgenos sdo geralmente mediadas por células Th2 e imunoglobulina E (IgE). A
resposta de sensibilizagdo ¢ caracterizada pela geracdo de células Th2 e células T
foliculares (Tfh) secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13 nos centros germinativos dos
linfonodos. A estimulagdo de células B que mudam de isotipo especificamente para IgE

resulta na ligagdo dessas imunoglobulinas aos receptores especificos FceR de alta
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afinidade na superficie dos mastdcitos. Apds a sensibilizacdo, as reagdes alérgicas se
desenvolvem em duas fases distintas. Logo ap6s o contato com o alérgeno, a reticulagdo
dos receptores FceR ligados a IgE leva a degranulacdo dos mastocitos e liberagdo de
histamina e outras aminas vasoativas que induzem a reagdo inflamatoria da fase inicial
(SICHERER; SAMPSON, 2018). No caso da resposta alérgica aos antigenos da dieta, a
degranulacdo dos mastocitos na mucosa intestinal libera mediadores lipidicos, como
prostaglandinas e leucotrienos. Além de citocinas e quimiocinas que sdo fundamentais
para estimular o inicio da fase tardia, caracterizada pelo recrutamento e ativacdo de
células inflamatorias, principalmente eosindfilos e linfocitos Th2, para os locais que
foram sensibilizados pelo alérgeno (GOULD; SUTTON, 2008). Na fase tardia, a reacdo
alérgica ¢ caracterizada pela producdo de quimiocinas como a eotaxina, aumento da
secre¢do de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-9 que promovem o recrutamento, bem como
a proliferacdo de eosinofilos e a formagao de uma reacao inflamatoria celular (MIROTTI

etal., 2010).

Os efeitos desses mediadores liberados nos estdgios iniciais e tardios sdo,
contracdes da musculatura lisa, quimiotaxia de eosindfilos, basofilos e linfocitos Th2,
aumento da permeabilidade vascular, produgdo e secrecdo de muco, e ativacdo de
linfocitos B. Os sintomas causados por essas reagdes afetam outros 6rgaos além do trato
gastrointestinal, como a pele (urticéria e edema), o trato respiratorio (hiper-reatividade e
constri¢do das vias aéreas), o trato cardiovascular (choque anafilatico) e o proprio trato

gastrointestinal (diarreia, dor e vomito) (RENZ et al., 2018).

O desenvolvimento de alergia alimentar estd relacionado a fatores genéticos e
ambientais. Mais de 120 genes foram identificados como associados a doengas atdpicas.
Esses estudos geralmente envolvem ligagdo gendmica e associagdo de genes, mas
nenhum gene de suscetibilidade relevante para doencas alérgicas, como a asma ou a
alergia alimentar, foi identificado ainda. Isto indica uma heterogeneidade complexa nas
doengas alérgicas e sugere que as influéncias ambientais que afetam as histonas e a
metilacilo do RNA/DNA podem modificar a transcricdo e tradugdo de genes de

susceptibilidade (CAMPBELL et al., 2015).

A alergia alimentar afeta cerca de 5% dos adultos e 8% das criancas em paises
ocidentalizados (RENZ et al., 2018). A suscetibilidade de criangas ao desenvolvimento

de alergia alimentar pode estar relacionada a alta permeabilidade intestinal causada pelo
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desenvolvimento imaturo da barreira da mucosa intestinal e ao aumento da exposi¢do a

proteinas intactas que podem levar a sensibilizagdo (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009).

O desenvolvimento de respostas alérgicas pode iniciar pelo contato no inicio da
vida com produtos microbianos e alimentares ou durante surtos de exposi¢cdo microbiana
(como contato com animais ou ambientes rurais). Moléculas microbianas podem
estimular a expressao de genes de receptors Toll-like (TLR) em células apresentadoras
que passam a apresentar os antigenos num contexto alergénico (LOSS et al., 2012). Por
outro lado, produtos gerados pela microbiota, como o butirato, podem interferir na
expressdo gé€nica ao inibir a histona desacetilase (HDAC) e influenciar a expressdao do
gene FoxP3 em células Treg. Isso sugere que a composi¢do da microbiota intestinal tem
efeitos protetores de longo prazo contra alergia alimentar em criangas (AITORO et al.,
2017; TAO et al., 2007). No entanto, na obesidade, ocorrem mudangas nas comunidades
microbianas intestinais com reducdo na diversidade bacteriana que esta correlacionada
com o consumo alimentar e com outros fatores ambientais (LUCK et al., 2015) que

podem favorecer o desenvolvimento de alergias.

Apesar do progresso na caracterizagdo do sistema imune associado a mucosa, da
tolerancia oral e da alergia alimentar, pouco se sabe sobre os efeitos da obesidade nesse
sistema. Poucos trabalhos avaliaram as alteracdes imunes na indugdo da tolerancia oral
em camundongos obesos. Mito e colaboradores mostraram uma variagao da capacidade
de desenvolvimento da tolerancia oral a antigenos administradas por via oral, mas nao
utilizaram protocolos similares aos do nosso grupo (MITO et al., 2006). No entanto, a
resposta humoral as Ig especificas ainda precisam ser esclarecidas. Além disso, ndo estdo
claros os mecanismos pelos quais a obesidade pode interferir na indugdo de tolerancia
oral e porque individuos obesos apresentam maior suscetibilidade e/ou gravidade de

doengas como alergia alimentar, doencas inflamatorias intestinais e asma.

Assim sendo, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de esclarecer
como a obesidade induzida por dieta e a hiperglicemia secundéria a obesidade, podem
afetar a homeostase da mucosa intestinal e comprometer a inducao de tolerancia, e assim

favorecer a ocorréncia de alergia alimentar.
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OBJETIVO
Objetivo geral

Avaliar o impacto da obesidade induzida por dieta na homeostase intestinal para

verificar se hd comprometimento na indugdo da tolerancia oral (TO).

Objetivo especificos:

e Verificar se a obesidade induzida por dieta ¢ capaz de alterar a homeostase
intestinal, pela alteracdo da frequéncia de algumas populacdes celulares e pela secrecdo

de IgAS;

e Investigar se a obesidade interfere na capacidade desenvolvimento de tolerancia

oral, avaliando a resposta imune celular e humoral;

e Avaliar se a obesidade induzida por dieta interfere na frequéncia de linfocitos T

reguladores nos linfonodos mesentéricos ap6s a indugao de TO,;

e Verificar se a presenga ou modulacdo da microbiota intestinal interfere na

inducdo de TO em camundongos obesos;

e Investigar se a hiperglicemia decorrente ou ndo da obesidade interfere na de

indugdo de TO;

e Verificar, em humanos, se ha correlagdo entre os niveis séricos de IgE com a
obesidade e com a obesidade associada ao diabetes melitus tipo 2 (DM2). Além de

verificar se hé alteracdes na mucosa intestinal associadas a obesidade e a obesidade com

DM2
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2. MATERIAL E METODOS
Animais e tratamento dietético

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos C57BL/6
machos mantidos no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com
livre acesso a agua e alimenta¢do de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG, Brasil, protocolo335/2017) da UFMG. Os
camundongos foram alimentados durante 13 semanas com dieta AIN93G (REEVES;
NIELSEN; FAHEY JR., 1993) ou dieta experimental contendo alto teor de lipideos
(manteiga) e de carboidrato simples (sacarose) testada previamente em nosso laboratério
(High Sugar Butter (HSB)) (MAIOLI, T.U. et al., 2016), de forma que simulasse uma
dieta hipercalorica consumida por humanos (Tabela 1). A ingestdo alimentar foi medida
semanalmente no mesmo dia e horario durante todo o periodo do experimento por meio

da diferenca entre a dieta ofertada e o resto ingestao.

Avalia¢do do peso corporal

Ao longo das 13 semanas o peso corporal dos animais foi aferido no mesmo dia
da semana e horario para reduzir a variabilidade na afericdo. A temperatura do biotério
foi mantida em aproximadamente 26°C, para proporcionar a manuten¢do da temperatura
corporal dos animais o mais constante possivel, de forma a manter a estabilidade do ganho

de peso.

indice de adiposidade

Para avaliar o indice de adiposidade, os camundongos foram pesados no momento
da eutanasia depois de anestesiados. Em seguida, retirou-se o tecido adiposo epididimal,

e realizou-se a pesagem do tecido. Os dados foram calculados de acordo com a férmula:

Indice de adiposidade = (peso do tecido adiposo epididimal/ peso corporal)



Tabela 1: Composicao das dietas utilizadas (AIN93G e HSB)
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AIN93G HSB
Amido de milho 397,5 208,586
Caseina Lactea 200,0 200,0
Amido Dextrinizado 132,0 0,0
Acucar cristal 100,0 232,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Celulose MC-101 50,0 50,0
Mix mineral AIN 93G 35,0 35,0
Mix Vitamina 10,0 10,0
L- Cistina 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5
BHT 0,014 0,14
Manteiga Comercial 0,0 188.,9
Total (g) 1000,0 1000,0
Kcal/g 3.9 49
g de proteina por Kg de peso® 0,04 0,04
Composicao Centesimal
Carboidrato 64 36
Proteinas 20 16
Lipideos 16 48

®A quantidade de proteina por grama de peso foi baseada no peso inicial do

camundongo, 25g/camundongo considerando ingestdo de 5g de dieta/dia.

Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)

Para o teste de tolerancia oral a glicose, os camundongos ficaram em jejum por 6

horas e posteriormente foram pesados para que a quantidade de glicose fosse definida

individualmente. Foi preconizado 2g/kg de peso animal de D-glicose anidra (Synth),
administrada por gavagem (WINER, S. ez al., 2009). A glicemia foi mensurada em mg/dL

com glicosimetro de tiras (Accu-Chek Performa) nos tempos 0, 15, 30, 60 ¢ 90 minutos

retirando-se uma gota de sangue da veia da cauda do camundongo.
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Medida da Permeabilidade intestinal

O ensaio de permeabilidade intestinal foi realizado apds injecdo intragéstrica de
0,ImL de acido dietilenotriamina penta-acético (DTPA) marcado com 99m-tecnécio
(99mTc). Apds 4 horas, o sangue dos animais foi coletado em heparina e disposto em
tubos para hemolise. A difusdo da radioatividade foi medida em contador gama
automatizado (Perkin Elmer. Wallac Wizard 1470—-020 Gamma Counter; PerkinElmer
Inc., Waltham, MA, EUA). Os resultados obtidos foram comparados com a dose padrao
e calculados para porcentagem da dose por grama de sangue, usando a seguinte equagao:

(VIANA et al., 2010)
Porcentagem (%) da dose de 99mTc-DTPA no sangue = [(cpm do sangue X 100) /
cpm da dose (Padrado) administradal.

cpm = contagem por minuto

Analise histopatologicada do intestino

Amostras do intestino dos camundongos coletadas para a realizagdo da analises
histologicas no momento da eutanasia. As amostras coletadas foram fixadas em metanol
com 20% de DMSO gelado e mantidos a -20°C até o processamento. Apos a fixacao, o
tecido foi desidratado em solugdes crescentes de alcool, clarificado em xilol e banhado
em parafina. Logo os tecidos foram incluidos em parafina e os cortes de 4pum de espessura
foram obtidos em microtomo automatico. Posteriormente, as laminas foram desidratados
em diferentes concentragdes de alcool, coradas com coloragdo com hematoxilina (HE),
lavadas em 4gua corrente, coradas com eosina e desidratadas novamente para a
montagem. As ldminas foram avaliadas e fotomicrografias foram obtidas em microscopio
6tico nos aumentos de 10, 20 ou 40X. As imagens foram capturadas com a microcamera

JVC TK-1270/RGB.

Contagem de linfocitos intraepiteliais (IEL)

A contagem dos linfocitos intraepiteliais (IELs) foi realizaa nas laminas coradas
com H.E e examinada em microscopio Optico no aumento de 20X. Os IEL foram

identificados pela sua localizagdo e caracteristicas: basal em relacdo aos nucleos dos



28

enterocitos e por apresentarem pequeno halo claro de citoplasma ao redor de seu denso
nucleo esférico e regular. Para cada fragmento, foram contadas 500 células epiteliais, ndo
incluindo células caliciformes, segundo a descricdo de Ferguson e Murray, (1971)
(FERGUSON; MURRAY, 1971). O numero final de IEL foi expresso em relagdo a 100

células epiteliais.

Medida dos niveis de IgA secretoria (SIgA)

As fezes foram coletadas no coléon dos animais apos a eutandsia, pesadas e
homogenizadas em PBS a 100mg/mL. As placas de poliestireno de maxima adsor¢do
(NUNC) foram sensibilizadas com 100ul/pogo com solugdo contendo anticorpo de cabra
anti-imunoglobulinas totais de camundongos 1mg/mL (Southern Biotechnology),
diluidos (1:10000) em tampao carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. No dia
seguinte, as placas foram bloqueadas com uma solucdo de caseina a 0,25% em salina
tamponada com fosfato (PBS-caseina) por uma hora a temperatura ambiente
(200ul/pogo). O sobrenadante das fezes foi diluido 1:80 e adicionado a placa,
posteriormente realizou-se oito diluicdes seriadas (1:2). As placas foram incubadas
durante uma hora a temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram lavadas, cinco
vezes com salina-tween (0,05%). Como anticorpo secundario foi utilizado anti-IgA de
camundongo conjugado com biotina a 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) diluido
(1:10000) em PBS com 0,25% caseina. Essa solucdo foi adicionada aos pocos
(100uL/poco). As placas foram novamente incubadas por uma hora a 37 °C. Ao término
do periodo, as placas foram lavadas e adicionou-se solucdo de estreptavidina ligada a
peroxidase (Sigma) na diluicao 1:10000 (100ul/pogo) em PBS com 0,25% caseina
durante uma hora a temperatura ambiente. Finalmente, a revelagdo do complexo
anticorpo-conjugado foi feita pela adicdo de 4mg de o-orthophenylenediamine
dihydreochloride (OPD) (Sigma) e 2uL de H2O2 30% diluidos em 10mL de tampao
citrato 100ul/pogo. A reagdo foi interrompida pela adicao de 20uL/pogo de H>SO4 2N. A
leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico (Microplate Reader Model 450, Bio-
Rad), em comprimento de onda de 492nm. Essa reacdo de ELISA acima descrita teve
como controle positivo (padrdo), anticorpos purificados IgA (10mg/mL) de camundongo
(Southern Biotechnology) em uma dilui¢do 1:10 em PBS com 0,25% caseina. A solu¢do

de PBS com 0,25% caseina foi utilizada como controle negativo.
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Avaliacio da frequéncia de bactérias ligadas a IgA

As fezes foram coletadas do coldn, transferidas para um tubo de pléstico estéril, e
diluidas em salina tamponada com fosfato estéril (100mg/mL). A solucdo foi centrifugada
por 20min a 4000g a 4°C. O sobrenadante foi coletado, filtrado em cell strainer de 70um
e diluido (1:1000). Posteriormente centrifugado a 8000g para precipitado de bactéria. Os
pellets obtidos foram incubados com ou sem FITC-labeled goat F(ab)? anti-mouse IgA
por 20min. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (BD FACSCan™). A

andlise foi feita utilizando o software FlowJo e a estratégia estd demonstrada na Figura 3.

Obtencio de IELSs

Para obtencdo dos IELs o intestino delgado foi coletado, os linfonodos
mesentéricos e as placas de Peyer foram separadas, e as fezes removidas. Posteriormente,
o intestino foi cortado longitudinalmente e lavado duas vezes em PBS. O tecido foi
cortado em pedacos de 1cm; o muco foi removido incubando o tecido por 10 min em PBS
com 1uM de DTT, e o epitélio foi removido apds duas incubagdes em 25ml de HBSS
com 2% de soro fetal bovino (SFB)e 30mM de EDTA por 10min a 37°C com agitagao
vigorosa a 230RPM. Apds cada incubagdo os fragmentos de tecido foram lavados em
PBS. As células foram filtradas em filtro de células de 70pum, em seguida lavadas com
RPMI até completar 10mL. A solucdo de células foi centrifugada por 10min a 1200RPM.
As células foram ressuspendidas em RPMI e filtradas no cell strainer de 40um, seguida
de uma nova centrifugacao. Os peletes foram diluidos em RPMI com 40% de Percoll (BD
Pharmigen). Em seguida, a solu¢do Percoll 40% foi adicionada cuidadosamente para uma
solucao Percoll 80%. Esta solucdo foi centrifugada a 1000g por 25min sem interrupgao
para formagdo de gradiente celular. Os leucocitos foram isolados da interfase, depois
lavados com RPMI com 2% SFB. Por fim, calculou-se a concentragao de células e

procedeu-se a marca¢ao com anticorpos especificos para analise por citometria de fluxo.

Obtencao de células de 6rgaos linfoides

O baco e os linfonodos mesentéricos (Figura 2) de cada animal foram retirados
sob o fluxo laminar estéril e mantidos em meio de cultura RPMI (HYCLONE — Logan,

Utah, EUA) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab — Campinas, SP, BR), 2mM
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de L-glutamina (GIBCOBRL — Life Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA), 25mM
de HEPES (SIGMA - St. Louis, MO, EUA), 50uM de 2-mercaptoetanol (Pharmacia
Biotech — Uppsala, Suica) e 20pug/mL de sulfato de gentamicina (Schering-Plough—Rio
de Janeiro) em ambiente estéril at¢é o plaqueamento das células. Os bagos foram
homogeneizados em um homogeneizador de tecido manual de vidro estéril. Os linfonodos
foram homogeneizados com ldminas de vidro de extremidades foscas estéreis
friccionando-as uma a outra, em 2ml de meio completo em cima de uma placa de Petri.
O homogeneizado de células foi centrifugado durante dez minutos a 300g, a 4°C em tubos
conicos de 15mL. O sobrenadante foi descartado e o infranadante reconstituido em 500ul
de meio completo para os linfonodos mesentéricos. Para a hemdlise das hemécias
presentes no baco acrescentou-se 9ml de agua estéril e em seguida de 1ml de PBS 10
vezes concentrado, posteriormente a solugdo foi centrifugada por 10 minutos a 300g, a

4°C, desprezou o sobrenadante e ressuspendeu o infranadante em ImL de meio completo.
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Figura 2: Posi¢do anatomica dos linfonodos mesentéricos em camundongos. Os linfonodos drenam o
intestino de forma compartimentalizada sendo divididos em linfonodos duodenais (D), jejunal (J), iliaco (I)

e colonico (C).

Analises por Citometria de Fluxo

As células extraidas dos LNMs e os IELs do intestino delgado foram avaliadas
por citometria de fluxo para identificar os linfocitos T CD4 Foxp3+ e os linfocitos
intraepiteliais (IEL). As células foram incubadas em tubos de polipropileno por 30min a
4°C com mAb anti-CD16/CD32 para bloquear os receptores FcyRII/III, e por mais 30
minutos a 4°C com Live/Dead para segregar as células viaveis. Em seguida, as células
foram lavadas e adicionados 20-30ul da mistura de anticorpos conjugados com os
fluorocromos e posteriormente incubadas por 40min a 4°C para marcacao das moléculas
de superficie. Para marcagdo intracelular do Foxp3, foi utilizado o kit comercial de
fixagcdo/permeabilizacdo (e-Bioscience) utilizando o protocolo indicado pelo fabricante.
Posteriormente as amostras foram incubadas por mais 30 minutos com o0s anticorpos
especificos conjugados aos fluorocromos. As amostras foram novamente lavadas com
PBS-BSA (0,5% BSA), e seguiram para aquisi¢do e analise por citometria de fluxo. As
amostras foram adquiridas no FACSCantoll ou FACSFortessa (BD Biosciences)
acoplado a computadores com software Diva. As populagcdes de interesse foram
delimitadas por tamanho e granulosidade (Forward Scatter % Side Scatter), e 50.000 ou

100.000 eventos foram adquiridos para anélise subsequente usando o software FlowJo.

Os anticorpos de fluorescéncia utilizados foram obtidos das empresas e
Bioscience (USA), Biolegend ou B&D: Anti- RORyt, 12- 6988-82, Pe (Q31-378); Anti-
mouse CD3, 555276, PE-cy5 (17A2); Anti-mouse CD19, 15-0.193-82 PerCP-Cy 5.5
(eBio1D3 (1D3)). Rat anti- mouse CD11b, 550993; PerCP-Cy 5.5 (M1/70 (RUO)).
Mouse anti-GATA 3, 580405, Pe-Cy7 (L50-823); Mouse anti-T-bet, 563318, BV421(04-
46 (RUO)); LIVE/DeadTM Fixable Aqua Stain Kit, L34957; Anti mouse CD11b; 47-
0112-82, APC-eFluor 780 (M1/70); Anti mouse MHCII I-Ad, 17-5323-80 APC (AMS-
32.1); anti-mouse CD11c, 49-0114-80, e-fluor 450 (N418); anti-mouse CD4, 11-0041-
82, FITC (GK1.5); anti mouse FOXP3,56-573-82 AF700 (FJK-16s); Anti mouse CD8b,
48-0083-80, Efluor 450 (eBioH35-17.2); anti-CD45, 25-0451-82, PE/Cy 7 (30-F11);
Anti-mouse T-bet, 644813, APC (4B10); anti-FOXP3, 12-5773-82, Pe (FJK-16s); anti-
CDl11b, 47- 0112-82, APC (M1/70); anti-mouse CD4, 17-0041-82, APC (GK1.5);
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LIVE/DeadTM Fixable Aqua Stain Kit, L.34957. Anti-mouse CD45 103108, FITC (30-
F11); Anti-mouse CD4, 116022, Alexa Fluor 700 (RM4-4); CD103 anti-mouse, 121419,
FITC (2E7); anti-CX3CR1, 149006, Pe (SAO011F11); F4/80 anti- mouse, 123113, PE/Cy7
(BMS8); LAP (TGF-B1) anti-mouse, 141305, Pe (TW7-20B9); Anti-mouse CD4, 116015,
PE/Cy7 (RM4-4); anti-mouse TCRy/5, 118107, PE (GL3). Anti-mouse TCR £, 109227,
PerCP-Cy 5.5 (H57-597); Anti-mouse CD8a, 100712, APC (53-6.7).

As estratégias para determinacdo das populacdes de células de interesse estdo

exemplificadas na Figura 1.
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Figura 3—Estratégias de analise utilizadas para identificar populacdes de interesse. As células
em suspensdo foram marcadas com anticorpos especificos ¢ adquiridas por citometria de fluxo. Foram
selecionadas as células viaveis e retirados os doublets selecionando-os pelos parametros SSC-A ¢ FSC-A.
Os linfocitos foram identificados através da selecdo de células por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-
A) padrdo (gate para linfocitos). Para analise de todas as populagdes especificas foi utilizado o FMO
adequado (fluorescence minos one). Os doft plots representam a estratégia utilizada (A) células Tregs nos
LNMs; (B) linfocitos intraepiteliais (IELs); (C) células dendriticas; (D) Bactéria ligada a IgA. Para analise
das bactérias ligadas a IgA., as bactérias foram selecionadas pelo seu tamanho e pouca granulosidade
reduzido utilizando-se os parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) como descrito por
Palm e colaboradores, (Palm et al. 2014). A populagdo positiva para IgA foi quantificada. Os dot plots

representam a estratégia de analise utilizada (D).

Cultura de Células

Apos a obten¢do da suspencdo de células dos LNM e do bago, as células foram
plaqueadas (1x10° células/well) em placas de 96 pogos € incubadas por 48 ou72 horas em
estufa umidificada a 37°C e 5% de COs. As células foram estimuladas com OVA
(10png/mL). Ao término do periodo de incubagdo o sobrenadante foi coletado e congelado

para posterior andlise de citocinas.

Inducao da Tolerancia Oral

Os animais foram divididos em dois grupos os que receberam dieta AIN93G e
HSB durante 13 semanas, e posteriormente em subgrupos sendo eles: naive, que nao
recebeu nenhum tratamento (controle negativo), grupo salina que ndo entrou em contato
com o antigeno previamente (controle positivo), grupo OVA que recebeu gavagem

contendo o antigeno (OVA) antes da imunizacdo (Grupo OVA).

Utilizou-se como antigeno Ovalbumina (OVA) cristalizada Grade III (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A administragdo por via oral foi feita uma tinica vez
por injecdo intra-gastrica (gavagem) com 10mg de OVA em 0,2mL de salina com uma
agulha de alimentacdo de animais, inoxidavel calibre 18 de ponta redonda. Ja o grupo
imune, foi tratado com apenas 0,2mL salina por gavagem. Sete dias apds o tratamento
oral foi injetado nos camundongos via intraperitoneal (i.p) 10ug OVA em Img de
hidroxido de aluminio (Al(OH)3) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) como

adjuvante em 0,2mL de salina. Um refor¢o com 10pug OVA em salina foi administrado
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via i.p. 14 dias ap6s a imunizagdo primadria, e 7 dias seguidos do refor¢o os animais foram

eutanasiados (Figura 4).

Semanas AIN93G ou HSB
13 17

- |
Induc¢do da Pioloeolo T

obesidade
13 14 16 17
- /3 /3 /4
Indugaoda TO , >/’ s, ' _ ,
Grupo Salina: OVA/AI(OH); via i.p 10ug de OVA Eutanasia
0.2mL de salina por gavagem (10png/OVA ip
adsorvida em lmg
Grupo OVA de AI(OH)3)

10mg (10mg em 0,2mL de
salina) por gavagem

Figura 4: Delineamento experimental para o estabelecimento de toleriancia oral. Al(OH)3- hidroxido

de aluminio; i.p. - intraperitoneal; OVA - ovalbumina; TO -Tolerancia Oral.

Obtencio do Soro

Para obten¢do do soro, os animais foram anestesiados utilizando 100uL de
solugdo de Cloridrato de Quetamina (1,7mg/kg) e Xilazina (0,33mg/kg), dose de
anestésico sub-letal. Em seguida, o sangue foi coletado por meio de pungdo cardiaca e
centrifugado por 10minutos, o soro foi separado, coletado e armazenado a -20°C para

posteriores analises.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para Medida de Anticorpos

Para determinar a concentracdo de anticorpos especificos anti-OV A presentes no
soro dos camundongos foi utilizado o método ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent
Assay). Microplacas de poliestireno de 96 pocos (NUNC) foram sensibilizadas com 100pl
de uma solug¢do de OVA (20ug/ml) diluida em tampao de carbonato pH9,6, logo as placas
foram incubadas em camara imida overnight a 4°C. Apds o periodo de incubacdo as
microplacas foram lavadas trés vezes com salina-tween (salina contendo 0,05% Tween-

20 — SIGMA Chemical Co), bloqueadas com 200ul PBS-caseina (0,25% caseina diluida
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em PBS) e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Ao término da incubagao, as
placas foram lavadas novamente trés vezes em salina-tween e incubadas por uma hora a
37°C com soro dos camundongos em diluicdo seriada de 1:500 a 1:36000 em PBS-
caseina. Como controle negativo foi utilizado soro de animais naive. Em seguida, as
placas foram lavadas duas vezes com salina-tween e incubadas com 100l de uma solugdo
de anticorpo de goat anti-mouse 1gG1 de camundongo conjugado a peroxidase (Southern
Biotechnology Ass, Inc.) na dilui¢do de 1:10000 por uma hora a 37°C. Ao término do
periodo indicado as placas foram lavadas seis vezes com salina-tween. A reacdo
enzimatica foi revelada incubando-se as placas, abrigo da luz, com 100ul de uma solugao
contendo 0,2ul/ml de H>O» e 0,4mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato
pH 5,0 até o desenvolvimento de uma coloracdo amarelo-escuro. Apds término dessa
etapa, as reagdes foram interrompidas pela adi¢do de 20ul/pogo de uma solucdo de 4cido
sulfurico 2N. A absorbancia (A = 490nm) de cada pogo obtida pela leitura em leitor de

ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para medida de citocinas

Microplacas de poliestireno de alta adsor¢do de 96 pogos (NUNC) foram
sensibilizadas com 100u] de uma solugdo de anticorpos monoclonais purificados reativos
com as citocinas IL-10, IFN-y ou TGF-f (R&D-Systems® ELISA, Minneapolis,
MN/USA) e a placa foi incubada a 4°C por uma noite. Ap6s a incubagao as placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,5% de Tween e bloqueadas com de solugdo de
albumina bovina 1% em tampao fosfato por duas horas (1% de BSA em PBS). As placas
foram lavadas novamente por trés vezes e 100puL de sobrenadantes foram adicionados
aos pogos, citocinas recombinantes com concentragdo conhecida foram utilizadas como
padrdo e as placas foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas novamente por cinco vezes e anticorpos monoclonais biotinilados reativos
as citocinas foram adicionados aos pocos e as placas foram incubadas por duas horas a
temperatura ambiente. Foi adicionada estreptavidina conjugada com peroxidase (HRP) a
1:40 e as placas foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e a reacdo de cor foi desenvolvida a temperatura ambiente com 100ul/pogo
de ortofenilenodiamina (1mg/ml), 0,04% de substrato H202 em tampao citrato de sodio.
A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 20ul/poco de H2SO4 2N. A absorbancia foi
medida a 492nm em um leitor de ELISA (BIO-RAD Modelo 450).
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Tratamento com antibioticos

Ap6s 13 semanas de dieta, camundongos C57BL/6 machos foram tratados com
antibidtico em uma combinagao de ciprofloxacina (0,2g/1, Sigma-Aldrich), metronidazol
(1g/1, Sigma- Aldrich) e vancomicina (0,5g/1, Sigma-Aldrich) por gavagem durante 21
dias (SUEZ et al., 2014). Os animais receberam dieta irradiada 10kGy e 4gua autoclavada
durante todo o experimento. Ao fim do tratamento, as fezes dos animais foram coletadas
e cultivadas em meio tioglicolato a 37°C por 72 horas. Apds confirmar a auséncia de

crescimento de bactérias no meio (Figura 5), iniciou-se o protocolo de inducdo de

tolerancia oral.

Figura 5: Teste de proliferacio bacteriana das fezes de animais tratados com antibidtico. As fezes
foram coletadas e armazenadas em tioglicolato por 72horas a 37°C divididas em grupo tratado, ndo tratado

e meio. N=8.

Transplante fecal

Para o transplante fecal (FMT), 100mg de fezes foram coletados de camundongos
doadores suspensas em 1ml de PBS estéril imediatamente. A transferéncia fecal foi
realizada por gavagem gastrica com 200uL da solugdo de fezes (THAISS et al., 2016;
FUJISAKA et al., 2016) durante 21 dias alternados.

Inducio de alergia alimentar

A alergia alimentar a OVA foi induzida pelo protocolo previamente descrito por
(SALDANHA et al., 2004). Os camundongos foram imunizados por via i.p. com 10ug
de OVA em 1mg de Al (OH); em 0,2 mL de solucdo salina. Um refor¢o com 10ug de
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OVA em 0,2mL de solug¢ao salina foi administrado 14 dias depois. Apds 7 dias do reforgo,
os animais foram alimentados diariamente com uma solu¢ao de OVA a 20% durante sete
dias consecutivos. O peso dos camundongos ¢ a ingestdo dietética e de liquidos foram

medidos diariamente.

Ensaio de anafilaxia cutinea passiva

Os camundongos foram sensibilizados para OVA e desafiados com solu¢do com
20% de clara de ovo na agua de beber por 7 dias. Posteriormente os animais receberam
uma inje¢ao intradérmica (i.d.) no dorso contendo OVA (20pg) ou PBS, seguido por uma
administracdo intravenosa de corante Azul de Evans (Img/ml). Apds 30min, o
experimento foi realizado. A pele foi retirada para visualizagdo da reagdo que foi
determinada pelo extravasamento do corante azul (FAQUIM-MAURO; MACEDO,
2000).

RT-PCR quantitativo

Amostras de biopsia de jejuno de humanos foram coletadas no momento da
cirurgia bariatrica. O RNA de jejuno foi preparado usando o Kit RNeasy Tissue (Qiagen)
e o cDNA foi sintetizado usando SuperScript II e hexameros aleatorios (Promega). A
PCR quantitativa foi desenvolvida com kit SybrGreen e a quantificagdo relativa de cada
transcri¢do foi feita em comparagdo com a transcri¢do da média dos gene 18S e GAPDH
determinada pelo método 2~ (Delta CT). As sequéncias de primer para os genes de

humanos direcionados estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Lista de primers especificos utilizados para deteccio da expressiao dos

genes de interesse

Forward Reverse
CLAUDIN1 TGGTGGTTGGCATCCTCCTG AATTCGTACCTGGCATTGACTGG
CLAUDIN2 GGCGGTAGCAGGTGGTGGAGTC CTTGGTAGGCATCGTAGTAGTTGG
FOXP3 5.GCGCCTCGAGGACCTCAAGATCAAG  5-GCGCGAATTCTGAGGGACAGGATTG
GAAAGGA-3' TGACAT-3'
HP2 5-ATGGCTATGTGGAGCACTCG-3 5- TACAGGGCTCTTCGGTGTCT-3
IL-10 5°- TGT CAT CGA TTT CTT CCC TGT-3*  5°- GGC TTT GTA GAT GCC TTT CYC T-3’
IL-13 GAA GGC TCC GCT CTG CAA T TCT GGG TCT TCT CGA TGG CA
IL-17
IL1B $’ATG GAC AAGCTGAGG AAG ATG-3’  5'-CCC ATG TGT CGA AGA AGA TAG-3’
IL-25 5-CGACCCAGATTAGGTGAGGA 5-TCCATCTTCACTGGCCCTAC
IL-6 5°- GGA GAC TTG CCT GGT GAA A3 5°-CTG GCT TGT TCC TCA CTA CTC-3’
IL-9 CTT CCT CAT CAA CAAGATGCA-G  AGA GAC AC TGG TCA CAT TAG CAC
Myosin IXB  AGGGTACAGCGCCAAGTACA CTCCTTCAGGAAGACCTTGG
OCCLUDIN AATTCTTCACTTCTAACAAATGGACCTC CACATCACAATAATGAGCATAGACAGG
TGF 5- TTG ATG TCA CCG GAGTTG TG-3*  5°- TCC ACT TGC AGT GTG TTA TCC -3’
TLR4 g CCTAAG CCACCT CTCTACCTIT A 5, A GC CAC CAG CTT CTG TAA AC-3’
TNF 5 AGAGGGAGAGAAGCAACTACA-3®  5-GGGTCAGTATGTGAGAGGAAGA-3’
70-1 CAAGATAGTTTGGCAGCAAGAGATG ~ ATCAGGGACATTCAATAGCGTAGC
GAPDH 5-GAGTCAACGGATTTGGTCGT 5-TTGATTTTGGAGGGATCTCG
CLUTS 5°- AGC TCT CTG GCA TCA ATG CTGT-  5°- ACA ACA CCG AGA CCA AGG TGA A

3,

-3’

Medida dos niveis séricos de IgE em plasma humano
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O plasma de 60 individuos foi utilizado para determinacdo dos niveis séricos de
IgE. A concentracdo plasmatica de IgE foi determinada por ensaio imunoenzimatico

(ELISA) seguindo as recomendacdes do fabricante (IgE ELISA kits; cat. no. BMS2097).

Analises Estatisticas

Para avaliar a diferenca estatistica entre as variaveis de camundondo, utilizou-se
o teste t de Student e ANOVA para as amostras ndo pareadas e pareadas aceitando-se o
nivel de significancia p<0,05 utilizando o sofiware GraphPad Prism 8.0. Para as amostras
de humanos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e andlise de correlagdo de Spearman.

Aceitou-se como nivel de significancia p<0,05.

3. RESULTADOS

Alteracoes metabdlicas associadas ao consumo da dieta HSB em

camundongos

A obesidade ¢ correlacionada com alteracdes metabdlicas e na homeostase
intestinal. Assim, para investigar as alteracdes metabolicas e imunes associadas a
obesidade animais C57BL/6 machos foram tratados com dieta rica em sacarose e lipidios
(high sugar butter) - HSB previamente validade pelo nosso grupo. Trata-se de uma dieta
modificada cuja base ¢ a AIN93G com acréscimo de sacarose e manteiga, e reducao de
amido dextrinizado e amido de milho (MAIOLI, 2016). A presenca de manteiga e agucar
deixa a dieta mais palatavel e se aproxima das concentragcdes de gordura e alto teor de
carboidratos da maioria dos alimentos industrializados geralmente consumidos por

humanos (KAU et al., 2011).

Os camundongos receberam a dieta por 13 semanas. Foi observado que a ingestao
de dieta HSB aumentou o peso corporal a partir da quinta semanas de consumo da dieta
em compara¢ao com camundongos que consumiram a dieta controle AIN93G (Fig. 6A).
Em adi¢cdo aos valores obtidos das andlises de peso corporal foi considerado como
indicador de obesidade em camundongos o indice de adiposidade, que ao final de treze
semanas de alimentacdo com dieta HSB estes animais apresentaram um acumulo
substancial de tecido adiposo epididimal (Fig.6B). O aumento da adiposidade também

pode ser observado pela analise histologica. Como mostrado na Figura 4C, os adipdcitos
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de camundongos alimentados com HSB apresentaram hipertrofia (aumento do tamanho),
maior quantidade de infiltrado celular e uma redu¢ao do numero de adipécitos (Fig. 6D-

F).
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Figura 6: O consumo de dieta HSB induz ganho de peso e hipertrofia do tecido adiposo.
Camundongos C57BL/6 foram alimentados por 13 semanas com dieta AIN93G (controle - CTL) ou HSB
(experimental). Durante esse periodo, o ganho de peso corporal foi monitorado (A). Ao final desse periodo,
os animais foram sacrificados ¢ o tecido adiposo epididimal foi isolado para avaliagdo do indice de
adiposidade, expresso pelo peso do tecido adiposo epididimal/peso corporal (B) e para analise histologica
(C). A esquerda da figura C esta o painel que representa o tecido adiposo epididimal de camundongos
tratados com dieta AIN93G e o painel a direita de animais tratados com a dieta HSB. A seta indica o
infiltrado celular do tecido adiposo dos animais obesos. (D) Peso em gramas do tecido adiposo epididimal.
(E) A éarea dos adipécitos realizada utilizando barra de escala de 100um, sendo avaliado 10 campos por
animal (CTL, n= 10, HSB, n=10). (F) Calculo do ntimero de adipécitos no tecido adiposo epididimal.
Barras representam valores (média + DP) de um grupo (n = 10). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 representam

a diferenca estatisticamente significativa entre os grupos medida pelo teste t de Student.

Além do ganho e da adiposidade, os animais alimentados com dieta HSB também
apresentaram alteragdes na lipidemia, com aumento das congentragées e triglicerideos e

colesterol total, somados ao acimulo de gordura nos hepatocitos (Fig. 7A-C).
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Figura 7: O consumo da dieta HSB provoca dislipidemia em camundongos obesos. Os niveis séricos

de (A) colesterol total e de (B) triglicerideos séricos foram avaliados por ensaio enzimatico na décima
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terceira semana de tratamento com dieta AIN93G ou HSB (Controle-CTL) ou HSB (obesos — HSB). A
histologia do figado foi obtida ap6s 13 de semanas de consumo das dietas, os animais foram eutanasiados
e fragmentos dos figados foram retirados para avaliag@o histologica apos coloracdo com H&E (C). Barras
representam valores (média + DP) de um grupo (n = 7). (*) representa a diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos medida pelo teste t de Student (*p<0,05 **p<0,01).

Em adicdo, os camundongos alimentados com a dieta HSB apresentaram niveis
de glicemia de jejum elevado (>250mg/dL) a partir da quinta semana de oferta da dieta
HSB, comparado aos animais alimentados com a dieta AIN93G (Fig. 8A). Quando
submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose (GTT), os camundongos obesos também

demonstraram menor tolerancia a glicose e maior resisténcia a insulina (Fig. 8B-E).

A 500_ . B C 1200_ **
n 400+ o n
S 400+ — . S .S 1000 -
L4 T 300 o E
g5 300 5 . s g
) * Er . . 25 800 °° "
£ E 2001 o by 2001 S35 a2
[ 7] = -~
S 8 s 2 o
& 1009[e 2 o0l ® £ 600 |°
o <
0
CTL HSB 0l— : ' : ; 400 I T
5 Semanas 13 Semanas 0 15 30 60 90 CTL HSB
Tempo (min)
D E 450-
m * k%
250+
- CTL E E 400_ . -E.
E *kk : i
3, | 2001 -= HSB o £
O = [=]
B T o .
8 5 1501 Q2 = 350+ -
o3 " ? 3
g g‘ 100 c O
g £ ® £ 300-
5 501 < ¢
0 T T T T T 250 T T
0 15 30 45 60 CTL HSB

Tempo (min)

Figura 8: O consumo da dieta HSB resultou em alteracdes na resposta a glicose em camundongos.
Foram avaliados os niveis de glicemia de jejum na quinta e na décima terceira semana de tratamento com
as dietas AIN93G (controle - CTL) ou HSB (experimental). (A) Foi realizado o teste de tolerancia oral a
glicose e a glicemia foram medidas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 minutos ap6s a administragdo da glicose

(B); ¢ foi calculado a 4rea sob a curva (AUC); (C) Area sob a curva da concentragdo sérica de glicose em
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fun¢do do tempo (teste de tolerancia a glicose). (D) Teste de tolerancia a insulina foi feito utilizando insulina
NPH na concentragdo de 0,75UI/Kg de peso, a glicemia foi aferida nos tempos 0, 15, 30, 45 ¢ 60min. (E)
Area sob a curva obtida no teste de tolerancia a insulina. Barras representam valores (média = DP) de um
grupo (n =7 ou 8). (*) representa a diferenga estatisticamente significativa entre os grupos medida pelo

teste t de Student (*p<0,05 **p<0,01).

A obesidade induzida por dieta HSB altera a homeostase intestinal

J& ¢é relatado na literatura que a obesidade e as co-morbidades associadas, como
intolerancia a glicose e alteracdes da microbiota, comprometem a homeostase da resposta
imune intestinal (LUCK et al., 2015). Além disso, existe correlacdo positiva entre
hiperglicemia e aumento da permeabilidade intestinal devido ao aumento da expressao
do transportador de glicose GLUT2 no apice dos enterdcitos na mucosa intestinal, o que
resulta em disfuncdo da barreira intestinal (THAISS et al., 2018). Assim, para melhor
esclarecer esses fatos, foi avaliado se a obesidade no modelo em questdo, seria capaz de
comprometer a homeostase intestinal. Considerando a importancia dos componentes da
mucosa intestinal para o estabelecimento da tolerancia oral, avaliamos a arquitetura do
intestino por meio da medida da altura das vilosidades, da contagem do numero de
linfocitos intraepiteliais (IELs) e da produ¢do de muco no coldén, regido da mucosa
intestinal onde as células caliciformes mais abundantes. A altura das vilosidades
intestinais nao apresentou diferenca entre os grupos (Fig. 9A). Os animais tratados com
dieta HSB apresentaram aumento da frequéncia de IELs (Fig. 9B), e na produ¢ao de muco
no colon (Fig. 9C-D). Os IELs sdo importantes para a manuten¢do da homeostase
intestinal e para o estabelecimento da tolerancia a proteinas da dieta (SHERIDAN;

LEFRANCOIS, 2010; FROSSARD et al., 2015), por isso a importancia em avalid-los.
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Figura 9: A frequéncias de linfocitos intraepiteliais e producio de muco estio aumentados em
camundongos tratados com dieta HSB. (A) Medida do comprimento dos vilos do intestino delgado de
camundongos tratados por 13 semanas com dieta AIN93G (controle - CTL) ou HSB (experimental). Foram
selecionadas 5 vilosidades por secgdo histologica em 10 secgdes diferentes, sendo no total 50 vilosidades
por animal, resultados expressos pela média + desvio padrio (n=10); (B) Frequéncia de linfocitos
intraepiteliais no duodeno de camundongos tratados com dieta AIN93G ou HSB. O numero foi definido
pela contagem de IELs entre os enterocitos do duodeno de camundongos considerando um intervalo de 500
enterdcitos (n=10 animais por grupo). Contagem feita apds coloragdo com H&E no aumento de 20x; (C)
Representagdo grafica da medida da intensidade de pixels representativa da area corada por PSA Para o
estabelecimento desse valor, foram consideradas as medidas de todas as células coradas em 6 campos
aleatérios por animal com aumento de 10x (n= 10 animais por grupo); (D) Imagem histologica
representativa do colon mostrando a localiza¢do das células caliciformes. O painel da direita representa os
animais do grupo AIN93G e da esquerda HSB. As barras representam a média + desvio padrao dos valores
obtidos para cada camundongo do grupo. (*) representa a diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos medida pelo teste t de Student (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).
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O aumento da permeabilidade intestinal estd relacionado a eventos
potencialmente patologicos. Foi identificado que os camundongos que receberam dieta
HSB por 13 semanas apresentam maior permeabilidade intestinal quando comparados aos
camundongos controle (Fig. 10A). Além disso, os niveis de IgA secretoria (SIgA) e a
frequéncia de bactérias ligadas a IgA do colon avaliada por citometria de fluxo, também

foram aumentadas em camundongos obesos (Fig. 10B-D).

Além do aumento da frequéncia de IELs detectados pela andlise da histologia,
esse dado foi confirmado por meio de anélise por citometria de fluxo em animais obesos
(Fig. 8E-F). Essas cé¢lulas regulam a resposta imune inata e adaptativa, € o aumento no
seu numero esta associado a infeccdo e a inflamacdo intestinal (SHERIDAN;

LEFRANCOIS, 2010).

Outras células importantes na manutencao da homeostase intestinal sdo as células
Tregs. Um estudo recente mostrou que, além da mucosa intestinal possuir linfonodos
especializados em drenar diferentes seguimentos do intestino (“drenagem
compartimentalizada”), estes linfonodos também apresentam uma assinatura molecular e
celular distinta que varia de acordo com a localizag@o. Os linfonodos proximais como os
do duodenal e do jejunal apresentam maior frequéncia de células Treg Foxp3™ e DCs
CD103" em comparagdo com mLN mais distais (ESTERHAZY, DARIA; CANESSO;
MESIN; MULLER; CASTRO; et al., 2019). Para avaliar se a obesidade também poderia
interferir na resposta celular nos linfonodos de animais com obesidade induzida por dieta,
foi analisada a frequéncia de células FOXP3" nos mLNs. A frequéncia de células T
reguladoras CD4+Foxp3+ estava reduzida nos mLNs duodenais e jejunais dos animais
obesos quando comparada as dos animais controles (Fig. 10G). Ja nos linfonodos que
drenam o ileo, célon ascendente e colon ndo houve diferengas significativas na frequéncia

de células CD4+Foxp3+ (Fig. 10G-H).
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Figura 10: A obesidade induzida por dieta HSB resulta em alteracdes na mucosa intestinal. Os
camundongos foram tratados com dieta AIN93G (controle - CTL) ou HSB (experimental) por 13 semanas,
posteriormente foram eutanasiados para prosseguir com as analises. (A) Permeabilidade intestinal medida

pela concentrag@o plasmatica de 9mTc-DTPA; (B) Concentragdes de IgA secretéria presente nas fezes
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medida por ELISA; (C) Frequéncia de bactérias retiradas das fezes do intestino grosso ligadas a IgA; (D)
dot plots representativos da analise por citometria de fluxo da frequéncia de bactérias da microbiota
intestinal ligadas a IgA; (E) Frequéncia de IELs no epitélio do intestino delgado medida por citometria de
fluxo; (F) representagdo das frequéncias de IELs TCRaf em dot plots; (G) Frequéncias de células Tregs
CD4+Foxp3+ presentes dos LNMs (duodenal, jejunal, ileo e colén) avaliadas por citometria de fluxo. (H)
dot plots representativos da frequéncia de células Tregs CD4+Foxp3+ nos LNMs. Os pontos nos graficos
representam os animais individualmente. (*) representa a diferenga estatisticamente significativa (p<0.05)

e (**) (p<0,01) entre os grupos medida pelo teste t de Student.

O perfil expresso pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) também ¢
importante na manutencdo da homeostase intestinal. Assim, resolvemos investigar se a
obesidade induzida por dieta poderia resultar em altera¢des na frequéncia de macrofagos
e de células dendriticas nos linfonodos mesentéricos (LNMs). A frequéncia de
macrofagos foi identificada utilizando a marcagdo MHCII'CDI11c*F4/80* ¢ as sup-
populagdes de DCs foram identificadas como MHCII'CD11¢*CD103"CD11b",
MHCII'CD11¢"CD103CD11b"e MHCII" CD11¢"CD103°CD11b

Coombes e colaboradores (COOMBES et al., 2007a), mostraram que as DCs,
principalmente as CD103* em camundongos, sdo responsaveis pela captagdo de antigeno
administrado por via oral e promovem a diferenciacdo de células T naive em células Treg.
Por esta razdo sdo consideradas tolerogénicas e as principais impulsionadoras da
tolerancia no intestino (MURRAY; WYNN, 2011; COOMBES et al., 2007a). Nos
camundongos com obesidade induzida pela dieta HSB, nés observamos reducdo da
frequéncia de células CD103"CD11b" (Fig.11A). Somado a este resultado a populagdo
de DCs CD103°CD11b", também se apresentam reduzida nos animais obesos (Fig. 11B).
Outro subconjunto de DCs envolvidas na indug@o de células Tregs FOXP3™ in vitro via
metabolizagdo de AR sdo as CD103"CD11b e é também o tnico subconjunto de DCs da
mucosa que pode ativar o TGF-f via expressdo da integrina av8 (COOMBES et al.,
2007b), no entanto, essa populacdo ndo apresentou diferenca entre os grupos avaliados
(Fig. 11C). Nos animais obesos também foi observada reducdo da frequéncia de

macrofagos (Fig. 11D) nos LNMs, no entanto, nao foi investigado o perfil destes.
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Figura 11: A frequéncia de DCs tolerogénicas esti reduzida em camundongos com obesidade
induzida por dieta nos LNMs. Os camundongos foram tratados com AIN93G (controle) ou HSB
(experimental) por 13 semanas, posteriormente foram eutanasiados para prosseguir com as analises. As
células foram isoladas dos linfonodos mesentéricos ¢ marcadas com anticorpos especificos para cada
molécula em questdo e a determinacdo das frequéncias das sub-populagdes foram obtidas por citometria de
fluxo. (A) DCs CD103+CD11b+; (B) DCs CD103-CD11b+; (C) DCs CD103+CD11b-. Resultados
expressos pela média das frequéncias + desvio padrdo. Cada simbolo representa pool de dois animais. (*)
representa a diferenga estatisticamente significativa (p<0.05) e (**) (p<0,01) entre os grupos medida pelo

teste t de Student.
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Alteracdoes da microbiota intestinal em camundongos obesos tratados com

dieta hipercalorica (HSB)

A obesidade e a sindrome metabolica estdo associadas a um microbiota intestinal
alterada em comparacdo a microbiota de individuos saudéaveis, conhecida como disbiose
(Turnbaugh et al., 2006). Assim, além das alteragdes associadas a barreira intestinal e a
resposta imune, a disbiose da microbiota intestinal também pode ser um componente
importante para as complicacdes intestinais desencadeadas pela obesidade induzida por
dieta. Nesse cenario avaliamos a composi¢do da microbiota intestinal em camundongos
obesos tratados com dieta HSB, e observamos que estes apresentavam uma menor
diversidade microbiana e perda do equilibrio dos filos bacterianos Bacteroidetes e
Firmicutes quando comparado aos animais controle (Fig. 12A-B). Estudo similar avaliou
a composicdo da microbiota intestinal em camundongos tratados com dieta HSB e
mostraram resultado similar ao considerar as analises de abundéncia relativa indicando o
predominio de Firmicutes e uma redugio de Bacteroidetes (MOREIRA JUNIOR et al.,
2019). Tanto em camundongos como em humanos, andlises de metagenomica tem
mostrado que a maioria das bactérias no intestino distal e nas fezes pertencem a dois
principais filos bacterianos, Bacteroidetes e Firmicutes (Gill et al., 2006). Camundongos
magros mantém um equilibrio relativo entre esses dois filos bacterianos, mas, em modelos
de camundongos obesos, uma propor¢do aumentada de Firmicutes para Bacteroidetes

tem sido descrita mais frequentemente.

Le Chatelier et al., 2013, mostraram que a redugdo da riqueza bacteriana, indicada
por uma baixa contagem de genes microbianos no DNA fecal, correlacionou-se com
dislipidemia, resisténcia a insulina e inflamagdo. J&4 em condig¢des contrarias, individuos
com uma alta contagem de genes tiveram uma prevaléncia maior de espécies
potencialmente anti-inflamatorias, como Faecalibacterium prausnitzii, que estd
associada com o aumento da producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (SCFAs),
incluindo butirato e acetato (LE CHATELIER et al., 2013). Assim, as alteracdes
apresentadas na microbiota intestinal de animais tratados com dieta HSB pode ser um

fator que pode contribuir para as alteragdes intestinais apresentadas.
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Figura 12: O consumo da dieta HSB interfere na microbiota intestinal. (A) Distribui¢do das unidades
taxonomicas nas fezes de camundongos tratados com AIN93G (controle) ou HSB (experimental). (B)
Distribuicao dos filos de bactérias nas fezes de camundongos tratados com AIN93G ou HSB. evidenciando

diferengas principais dentro de cada filo. n=4 ou 5.

A obesidade induzida por dieta prejudica a induciio de tolerincia oral em

camundongos

O conjunto de dados até o momento apresentados, mostra que o consumo da dieta
HSB induziu um ambiente pré-inflamatorio na mucosa intestinal devido ao aumento da
permeabilidade intestinal, e pela alteracao da frequéncia de IEL e de células dendriticas,
o que pode comprometer os mecanismos de prote¢do e de regulagcdo. Sendo assim, foi
avaliado se os animais obesos apresentavam capacidade preservada de desenvolver
tolerancia oral, uma vez que esse fenomeno depende da homeostase e da integridade da

mucosa (WEINER, HOWARD L. et al., 2011). Assim, tanto os animais obesos, quanto
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os controles foram tratados por via oral com 10mg de OVA, 7 dias ap6s foram imunizados
i.p. com OVA e AI(OH);. Apds 14 da primeira imunizag¢do, os animais receberem um
reforco com 10pg/OVA i.p. Passados 7 dias do refor¢o, o experimento foi realizado e as
concentragdes séricas de imunoglobulinas foram medidas por ELISA. Os camundongos
controles mostraram niveis séricos de IgG1 anti-OVA e IgE total reduzidos comparados
com o0s controles que receberam apenas imunizacdo (Fig. 13A-C). No entanto,
camundongos obesos alimentados com a dieta HSB apresentaram resisténcia a induc¢do
de tolerancia oral, conforme demonstrado por seus niveis sérico de IgG1 anti-OVA e IgE

total similares aos animais obesos que receberam apenas a imunizacao (Fig. 13A-C).

As células dos linfonodos mesentéricos e do bago foram preparados para cultivo
e estimulados in vitro com 100pg/mL de OVA para avaliar a resposta celular apos o
tratamento oral com OVA. Ao analisar as concentragdes de citocinas nos sobrenadantes
apos 48 ou 72horas de cultivo, identificou-se que a concentracdo de IFN-y estava
aumentada no sobrenadante das células do baco e mLNs dos camundongos obesos apds
a indugdo de tolerancia oral (HSB+OVA) (Fig. 10D e 10G). J4 a concentracao de TFG-3
estava aumentada apenas no grupo controle que recebeu OVA por via oral (Fig. 13E). A
concentragdo de IL-10 foi semelhantes entre os grupos controle e obesos, imunizados e

os que receberam OVA oral (Fig. 13F).

Estudos anteriores mostraram que as iTregs sdo necessdrias para a indugdo da
tolerancia oral (MUCIDA, D. et al., 2005; BILATE; LAFAILLE, 2012; ZHANG et al.,
2001). Nesse cenario, ao avaliar a frequéncia de células Tregs, foi observado aumento na
frequéncia dessas células somente no grupo controle tratado com OVA por via oral,
quando comparados com camundongos somente imunizados. Nenhuma diferenca foi
encontrada na frequéncia dessa populagdo de células entre os animais obesos tratados
com OVA por via oral ou imunizados (Fig. 131-]). Assim, a falta de estimulacdo ou baixa
secrecdo de TGF-B pode estar associada a uma reducdo nas células secretoras, como
Tregs. Entre as células T reguladoras, as células T CD4"CD25" induzidas, mas ndo
naturais, que expressam Foxp3 sdo as mais relevantes para o desenvolvimento da
tolerancia oral (MUCIDA et al., 2005a). Um dos principais mecanismos subjacentes a
acdo das células Tregs inclui a produgdo de citocinas inibitorias, como IL-10 e TGF-3
(CAO et al., 2007) e a supressao da producdo de células IFN-y. Entdo, esses dados
indicam que a obesidade prejudica a indug@o de tolerancia oral devido a ndo supressao de

IgG1 anti-OVA especifico e de IgE total. Além disso, a falha na inducdo de tolerancia



oral estd associada a auséncia de aumento na producdo de TGFp, e de

frequéncia de Foxp3+ nos camundongos obesos.
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Figura 13: A obesidade induzida por dieta esta associada a falha na inducgfo de tolerincia oral ao

antigeno administrado por gavagem. Camundongos C57BL/6 machos tiveram a indugdo de obesidade
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com dieta HSB por 13 semanas. Como controle os animais receberam dieta AIN93G, e posteriormente
receberam 10mg de OV A por via oral (gavagem) ou salina (Controle - CTL) ou HSB (obesos — HSB). As
dietas foram mantidas durante todo o protocolo experimental. (A) Desenho experimental utilizado para a
indugdo de TO; (B) Niveis séricos de IgG1 anti-OVA medidos por ELISA de animais C57BL/6 tratados
com OVA ou salina via oral (gavagem). Os resultados estdo expressos como média aritmética + desvio das
OD do soro (O.D. SUM); (C) Niveis séricos de IgE total medidos por ELISA. Para avaliagdo da resposta
celular, suspensdes de células do bago e linfonodos mesentéricos foram estimuladas com 100pug/ml de OVA
e incubadas em estufa a 37°C com 5% de COa. Apds 48 ou 72 horas apds, o sobrenadante foi coletado para
medida das citocinas por meio de ELISA. (D-H) Os resultados representam o valor da concentragdo de
IFN-y, TGF-B, TNF e IL-10 medidos nos sobrenadantes de células estimuladas com OVA do bago e do
mLN, respectivamente; (I) Frequéncia de células Tregs CD4+FoxP3+ nos mLN ap6s a indugdo de TO
analisadas por citometria de fluxo. Cada simbolo indica um animal experimental (n=5) (*) representa a
diferenga estatisticamente significativa (p<0.05) e (**) (p<0,01) entre os grupos medida pelo teste t de

Student bicaudal.

A modulacido da microbiota nao foi suficiente para recuperar a capacidade

de inducio de tolerancia oral em camundongos obesos

Trabalhos anteriores mostraram que a modula¢do da microbiota por transferéncia
fecal (FMT) de camundongos magros para obesos previne alteragdes metabolicas,
melhora a tolerancia a glicose, a resposta a insulina e diminui o acimulo de gordura
corporal (THAISS et al., 2016). Desta forma, investigamos se a modula¢ao da microbiota
em camundongos obesos podera, ndo somente melhorar o metabolismo, mas também
melhorar a resposta aos antigenos observada pela inducdo de tolerancia oral. Para isso, as
fezes dos camundongos controles, doadores magros, foram transferidas para
camundongos obesos e, as fezes dos camundongos obesos foram transferidas para os
camundongos controles magros a cada dois dias, durante 21 dias por via oral (Fig. 14A).
Ao final do tratamento, os camundongos obesos tiveram melhora na glicemia de jejum, e
os animais magros que receberam as fezes de obesos ndo mostraram alteracdes (Fig. 14B-
C). Observamos também, aumento da permeabilidade intestinal nos camundongos do
grupo controle que receberam FMT dos animais obesos, enquanto os camundongos

obesos que receberam FMT de animais magros ndo apresentaram diferenca (Fig. 14D).

Embora os camundongos magros que receberam FMT de camundongos obesos
tenham mostrado permeabilidade intestinal aumentada, eles ainda foram capazes de
desenvolver tolerancia oral, pois mostraram redug@o na concentragdo de IgG1 anti-OVA

quando tratados com OVA por via oral antes da imunizagdo, embora os niveis de IgE
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total ndo foram alterados (Fig. 14E-F). Em contraste, ndo foi identificada nenhuma
diferenga na concentragdo sérica de IgG1 anti-OVA, IgE total e nem na frequéncia de
células Tregs nos LNMs apds inducdo de tolerancia oral em camundongos obesos que
receberam fezes dos camundongos magros (Fig. 14E-G). Sendo assim, a transferéncia da
microbiota possivelmente saudavel para camundongos obesos ndo foi suficiente para
reestabelecer a homeostase intestinal e a capacidade de indugdo de tolerancia oral durante

o consumo de dieta HSB.
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Figura 14: A modulacio da microbiota intestinal ndo altera a permeabilidade intestinal e nio
favorece a inducido de tolerincia oral em camundongos obesos. (A) Estratégia experimental:
primeiramente os camundongos receberam as dietas AIN93G ou HSB por 13 semanas. Em seguida foi

iniciado o protocolo de transferéncia fecal que foi realizada via inje¢ao intragastrica de 200uL de suspengao
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de fezes a 100mg/mL. Os animais obesos (HSB) receberam fezes de doadores controles magros (CTL), e
vice-versa, em dias alternados durante 21 dias. Apos as FMT os animais receberam OVA (10mg), por
gavagem e posteriormente foram imunizados. O tratamento dietético se manteve em todo o tempo do
experimento. (B) Evolugdo do peso durante a transferéncia fecal e a inducdo de tolerancia oral; (C)
Glicemia de jejum (*) diferenca entre o grupo HSB e CTL; (#) diferenca do grupo HSB/FMT e o CTL; e
($) diferenga entre o grupo CTL/FMT e CTL; (D) Permeabilidade intestinal medida pela concentragido
plasmatica de 9mTc-DTPA; (E-F) Niveis séricos de IgG1 anti-OVA e IgE total de camundongos CTL e
HSB ap6s a indugdo de TO; (G) Frequéncia de células Tregs nos LNM avaliada por citometria de fluxo.
(*) representa diferenca estatisticamente significativa medida por ANOVA. N=5 animais/grupo.

Experimento representativo de 2.

O tratamento com antibioticos melhora a inducdo de tolerancia oral em

camundongos obesos

Como mostrado, o consumo de dieta com excesso de gordura e agtcar ¢ capaz de
induzir disbiose intestinal. Além disso, ¢ verdadeiro que existe uma ligacao direta entre
obesidade e hierglicemia, com alteracdes da microbiota intestinal, capaz de prejudicar
homeostase imunologica e a transferéncia de fecal ndo foi suficiente para inducdo de
tolerancia oral nos camundongos obesos. Assim, para investigar se a microbiota dos
camundongos obesos ¢ capaz de prejudicar a indugdo de tolerdncia oral, as bactérias
foram removidas pelo tratamento oral com coquetel de antibidticos (ABX) durante 21
dias consecutivos (Fig. 15A), até¢ ser observado redugdo visivel do crescimento de

bactérias avaliado por meio da incubagdo das fezes em meio tioglicolato.

Os camundongos obesos que receberam ABX perderam peso, melhoraram a
glicemia de jejum e a permeabilidade intestinal, quando comparados com obesos sem
tratamento com ABX (Fig. 15B-E). Além disso, os camundongos obesos tratados com
ABX mostraram diminui¢do da concentragdo sérica de I[gG1 anti-OVA e IgE total apos a
administracdo oral de OVA (Fig. 15F). No entanto, nenhuma diferenga foi encontrada na
frequéncia de células Treg CD4+Foxp3+ nos mLNs dos animais obesos (Fig. 15G).
Assim, nossos dados sugerem que a dificuldade em induzir TO em camundongos obesos

pode estar associada a microbiota intestinal alterada pela dieta.
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Figura 15: O tratamento com antibiético (ABX) favorece a inducdo de tolerincia oral em
camundongos obesos. (A) Estratégia experimental. Camundongos C57BL/6 machos tiveram a indugdo de
obesidade com dieta HSB por 13 semanas. A antibiotico-terapia foi iniciada na 13" semana experimental e

na 16" semana os animais receberam 10mg de OVA por via oral (gavagem) ou salina (Controle-CTL) ou
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HSB (obesos — HSB). As dietas foram mantidas durante todo o protocolo experimental. Antibidticos:
ciprofloxacina (0,2g/1, Sigma-Aldrich), metronidazol (1g/1, Sigma- Aldrich) e vancomicina (0,5g/1, Sigma-
Aldrich) por gavagem por 21 dias. (B) Evolucdo do peso durante o tratamento com antibidtico e indugdo
de tolerancia oral. (C-D) Glicemia de jejum medida semanalmente apds o tratamento com antibioticos e
indugdo da tolerancia ora. (E) Permeabilidade intestinal medida ao final de todo protocolo experimental;
(F) IgG1 anti-OVA de animais C57BL/6 tratados com OV A ou salina via oral (gavagem) apos o tratamento
com antibidticos; (G) Frequéncia de células Tregs CD4'FOXP3" analisada por citometria de fluxo.
Controle (CTL), camundongo obeso (HSB), obeso tratado com antibiotico (HSB ABX). Cada simbolo
indica um animal individual (n=5). (* ou #) representa diferenca estatisticamente significativa medida por

ANOVA. (*) diferenga entre CTL e HSB. (#) diferenca entre HSB/ABX e HSB.

A hiperglicemia perturba a inducao de tolerancia oral em camundongos

Um estudo prévio correlacionou a hiperglicemia ao aumento da permeabilidade
intestinal, independentemente da obesidade (THAISS et al., 2018). Além disso, nosso
grupo recentemente mostrou que camundongos NOD (diabéticos ndo obesos) que
desenvolvem DMI1 espontaneamente como resultado de alteragdes genéticas e
ambientais, eram refratarios a indugao de tolerancia oral e apresentavam varias alteragdes
na mucosa intestinal (MIRANDA et al.,, 2019). Somando essas informagdes, nos
perguntamos se a resisténcia a tolerancia oral se dé pela hiperglicemia independente da
obesidade. Para responder a esse questionamento, resolvemos primeiramente tratar a

hiperglicemia dos animais obesos.

Assim, foi realizado o tratamento dos camundongos obesos com Metformina
(1g/L) por 21 dias (Fig. 16A), até que a glicemia fosse semelhante aos do controle (Fig.
16B). Essa droga ¢ usada no controle da captacdo de carboidratos no intestino e para
diminuir a hiperglicemia. Os camundongos que estavam obesos devido ao consumo da
dieta HSB perderam peso com o tratamento, mas ainda assim, mantiveram o peso
diferente do observado nos camundongos controle magros que receberam a dieta AIN93G
(Fig. 16C). Além disso, o tratamento com Metformina também reduziu a permeabilidade
intestinal (Fig.16D). Os camundongos obesos tratados com Metformina e que receberam
10mg OVA por gavagem antes da imunizagdo, ficaram tolerantes 8 OVA, conforme
medido por niveis reduzidos de IgGl anti-OVA no soro (Fig. 16E). Os dados aqui
apresentados entdo sugerem mais uma vez que a hiperglicemia ¢ mais determinante para
o aumento da permeabilidade intestinal e para a resisténcia a indugdo de tolerancia oral

do que o excesso de peso.
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Figura 16: O tratamento da hiperglicemia por Metformina restaurou a capacidade de induzir
tolerincia oral em camundongos obesos. (A) A obesidade foi induzida pelo consumo de dieta HSB
durante 13 semanas ¢ posteriormente iniciou-se o tratamento com Metformina comercial (1g/kg de
camundongos) durante 21 dias. Ao final do tratamento com Metformina, os animais receberam OVA
(10mg) em unica administragdo por via oral, e apds 7 dias foram imunizados com OVA (10pg/mL) em
Al(OH)s. O as dietas foram mantidas durante todo o periodo experimental; (B) Glicemia em jejum de
camundongos alimentados com dieta controle (controles-CTL) ou dieta HSB (obesos - HSB) e obesos
tratados com Metformina (1g/kg) por 21 dias (HSB+MET); (C) Peso corporal avaliado durante todo o
experimento; (D) Permeabilidade intestinal determinada pela difusdo da radioatividade no sangue apds a
administragdo oral de acido dietileno-triamino-penta-acético (DTPA) marcado com tecnécio-99m (99mTc)
realizado apos os tratamento com Metiformina e OVA; (E) IgGl anti-Ova especifico no soro de

camundongos CTL, HSB e HSB+MET a indug@o de tolerancia oral. N=4 a 6 animais/ grupo. (*) representa
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diferenca estatisticamente significativa entre p < 0,05 ¢ 0,01 e (#) a diferenga entre HSB ¢ HSB metformina

p <0,05 ¢ 0,01 medida por ANOVA.

Para confirmar se a hiperglicemia seria de fato o fator que altera a permeabilidade
intestinal e a inducdo de tolerancia oral em camundongos, utilizamos um modelo de que
se assemelha a diabetes tipo 1 induzida pelo firmaco estreptozitocina (STZ), sem
aumentar o peso dos animais. Para isso os camundongos receberam STZ na concentragdo
de 50mg/kg i.p. durante 5 dias (Fig. 17A). O mecanismo de aumento da glicemia ¢
mediado pela destruicao das células B pancreaticas (FURMAN, 2015). Assim, ap6s uma
semana de tratamento com STZ, a glicemia de jejum foi aferida e os resultados mostraram
concentragdes superiores a 250mg/dL caracterizando a presenca da diabetes, sem haver

alteracdo no peso (Fig. 17B e C).

Em seguida a tolerancia oral foi induzida por gavagem tnica com 10mg de OVA
seguida de imunizacdo com OVA+AI(OH); via i.p. O tratamento com STZ aumentou a
permeabilidade intestinal, e a permeabilidade apresentou correlagdo positiva com niveis
os de glicose sanguinea (Fig. 17D e E). Curiosamente, o tratamento com STZ parece
perturbar a indugdo de tolerancia oral, uma vez que camundongos que receberam OVA
por gavagem apds o STZ, ndo mostraram diferenca nos niveis de IgG1 anti-OVA e IgE
(Fig. 17F-G) comparado ao grupo que recebeu STZ e ndo recebeu OVA por via oral. Com
relacdo as células Treg, também nao houve diferenca significativa apos a gavagem de
OVA em camundongos tratados com STZ (Fig. 17H). Desta forma, os resultados
mostraram que a hiperglicemia aumenta a permeabilidade intestinal e prejudica a indugado

de tolerancia oral, mesmo em camundongos nao obesos.
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Figura 17: O tratamento com STZ induz hiperglicemia, alteracio da permeabilidade intestinal e

resulta em falha na inducio de tolerincia oral. (A) Esquema experimental: a STZ foi administrada via

i.p. durante 5 dias consecutivos (40mg/kg), a glicemia de jejum e o peso foram aferidos ao longo do

experimento. Uma semana apds o tratamento com STZ os animais receberam OV A ou salina por gavagem,
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seguida de imunizagdo com OVA (10pg/ml) em 1mg/mL de Al(OH)s. (B) Evolugao do peso; (C) Glicemia
de jejum; (D) Permeabilidade intestinal; (E) Correlagdo entre permeabilidade intestinal e glicemia de jejum,;
(F-H) Niveis séricos de IgG1 anti-OVA e IgE Total; (G) Frequéncia de células Tregs nos LNM avaliada
por citometria de fluxo. N=4 a 6 animais/ grupo. (*) representa diferenca estatisticamente significativa

avaliada pelo teste t de Student.

A obesidade aumenta a gravidade de alergia alimentar induzida com

ovalbumina

A obesidade ¢ um estado inflamatdrio, e pode estar correlacionada ao maior risco
de aparecimento de alergia alimentar e de doengas inflamatorias intestinais (LUCK et al.,
2019; VISNESS et al., 2009). Para investigar se a falha na inducao de tolerancia oral em
camundongos obesos poderia favorecer o desenvolvimento de alergia alimentar,
camundongos C57BL/6 foram imunizados com 10ug de OVA em 1mg de AI(OH); via
intraperitoneal; 7 dias ap6s a imunizagdo foram desafiados por via oral com OVA em
solu¢do aquosa (20% de OVA) por sete dias consecutivos (Fig. 18A) (SALDANHA et
al., 2004).

Uma das caracteristicas do modelo de alergia alimentar a OVA, ¢ a diminuigao da
ingestdo da solugdo de OVA por animais sensibilizados, e a perda de peso
corporal(SALDANHA et al., 2004). No entanto, os nossos resultados mostraram que os
camundongos sensibilizados apresentaram ingestdo equivalente da 4gua com OVA em
compara¢do com camundongos ndo sensibilizados (Fig. 18B). Porém, os camundongos
obesos sensibilizados apresentaram perda de peso, diferente dos camundongos controles

(Fig. 18 C).

Os animais sensibilizados previamente apresentaram aumento significativo da
concentragdo de IgG1 sérica anti-Ova quando comparados aos ndo sensibilizados (Fig.
18D). Além disso, a sensibilizagdo isoladamente induziu aumento da concentracao de
IgE, mas curiosamente, diferente dos camundongos controles magros que apresentaram
aumento de IgE total apds a sensibilizagdo, camundongos obesos apresentaram titulos
maiores de IgE total quando somente desafiados por via oral com solu¢ao de OVA (Fig.

18E).

Para investigar se a alergia alimentar a OVA poderia resultar em anafilaxia, foi

realizado o teste de anafilaxia cutanea passiva (PCA) in vivo por extravasamento de azul



64

de Evans. A imunizacdo com OVA levou ao maior extravasamento apos a injecdo
intradérmica de OV A nos obesos sensibilizados quando comparada com camundongos
obesos ndo sensibilizados (Fig. 18G). Assim, esses dados sugerem que a indugdo de
tolerancia oral ¢ prejudicada em animais obesos e que isto pode contribuir para o aumento
da gravidade da alergia alimentar, considerando os fatores perda de peso, aumento dos

niveis séricos de IgG1 anti-OVA e aumento da permeabilidade capilar.
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Figure 18: A obesidade induzida por dieta agrava o desenvolvimento de alergia alimentar em
camundongos. (A) Modelo experimental de indug@o de obesidade de dieta HSB ap6s 13 semanas seguido
de sensibilizag@o subcutanea (s.c.) com 10pg de OVA em AI(OH)s. A sensibilizagdo secundaria consistiu
em uma inje¢do s.c. de 10pug de OVA 14 dias apds a sensibilizagdo primaria (16* semana). Sete dias apds a
sensibilizagdo secundéria (ou seja, na semana 17), a garrafa contendo agua foi substituida por 4gua com
20% OVA por um periodo de sete dias. (B) Medida da ingestdo de solu¢do de OVA; (C) Porcentagem de
varia¢do do peso dos camundongos até 21 dias apos a primeira sensibilizagdo com OVA; (D e E) Niveis
séricos de IgG1 anti-OVA e IgE total de camundongos sensibilizados com OVA medido por ELISA; (F)
Determinagdo de IgE especificos para OVA, em ensaio de anafilaxia cutanea passiva (PCA). Esse
experimento foi realizado apds o periodo de sensibilizagdo. Os animais receberam uma inje¢do via
intradérmica no dorso contendo OVA (20 pg) e PBS, seguido por uma injec¢do intravenosa na cauda do
corante Azul de Evans (Img/ml). Ap6s 30min, os camundongos foram sacrificados e a pele foi removida
para visualizag@o da reagdo. N=4 a 6 animais/ grupo. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente

significativa medida por ANOVA.

A hiperglicemia associada a obesidade esta correlacionada a altos niveis de

IgE e alteracdes na mucosa intestinal em humanos

O conceito mais simplista de alergia alimentar ¢, uma resposta imune adversa
(hipersensibilidade) aos alimentos e pode ser dependente de IgE (GOULD; SUTTON,
2008). Os altos niveis de IgE do plasma refletem a predisposicdo alérgica em geral
(SAMPSON et al., 2018). Estudos anteriores mostraram correlagdo positiva entre
obesidade e sintomas alérgicos, e niveis mais elevados de IgE em criancas e adultos
obesos (ANVARI etal.,2019; WEINER, H. L., 1994). Além disso, um estudo transversal
realizado com 8.856 adultos na China mostrou que individuos pré-diabetéticos
apresentaram correlagdo positiva entre niveis elevados de glicose e IgE (WANG, H. et

al., 2017).

Sendo assim, apds observar a quebra na tolerancia oral e o aumento da resposta
alérgica a OVA em camundongos obesos, tentamos fazer a translacdo dos achados em
camundongos para humanos. Assim, avaliamos os niveis séricos de IgE, e outros
parametros clinicos no plasma de pacientes, obesos e obesos com DM2 como descrito na
Tabela 3. Foi identificado um aumento da concentracao séricas de IgE total em pacientes
obesos com DM2, quando comparados a pacientes obesos sem hiperglicemia (Fig. 19A).
Em adicdo, as concentragdes séricas de IgE apresentaram uma correlagdo positiva com

hemoglobina glicada e glicemia de jejum (Fig. 19B-C).
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Além disso, avaliamos a expressdo de genes relacionados a resposta imune a ao
metabolismo em biopsias de jejuno de pacientes obesos sem alteragdes na, em
comparagdo com obesos com DM?2. Entre os genes avaliados, identificamos regulacao
negativa de IL-22, IL-10, Foxp3, ZO-1 e claudina 2, e regulagdo positiva de IL-33 e IL-
5 em individuos obesos com DM2 (Fig.20).

Juntos, esses dados sugerem que, de forma semelhante aos efeitos em
camundongos, a obesidade associada a hiperglicemia, estd relacionada com perda da

homeostase intestinal € com niveis aumentados de IgE.

Tabela 3: Parametros clinicos e biolégicos da coorte do estudo.

_ 39,8 (9,45) 25-57 52,5 (11,21) 28-70
_ 76,7% (23) 63,3% (19)
_ 43,9+ 6,464 42,3+7,39
_ 4,77+0,35382 9,86+1,62°
_ 5,17+ 0,84 8,06+1,19°
_ 2,89+ 1,532 8,75+7,19"
_ 4,93+1,92 3,29+1,16
_ 4,68+1,02 4,53+1,17
_ 1,27+0,5 2,09+0,74
_ 333,3+47,74 978,4+238,8°

Os dados sdo expressos como média + DP. A andlise estatistica realizada pelo teste de Kruskal-Wallis.

Letras diferentes (a, b) mostram significancia estatistica (P <0,05).
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Figura 19: IgE é associada com indicadores de hiperglicemia em humanos. (A) IgE total (ng/ml)

mensurada por ELISA. (B) Correlagdes médias com IgE total e (C) matrix de correlagdo de parametros

clinicos de 60 pacientes obesos. Os parametros clinicos ¢ bioquimicos foram obtidos dos individuos no

momento do primeiro atendimento, prévio a realizagdo de cirurgia bariatrica.
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Figura 20: A obesidade associada ao DM2 altera a expressao de genes relacionados a resposta imune
no jejuno. Heat map da expressdo génica de fatores de transcri¢do, citocinas e metabolitos no jejuno de
pacientes obesos. A expressdo génica foi avaliada por qPCR em bidpsias de jejuno. A expressdo foi

calculada baseada no gene house keeping (n=60).
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos, que camundongos com obesidade induzida por
dieta apresentaram alteragdes metabolicas e imunologicas tais como hipertrofia do tecido
adiposo, hiperglicemia, dislipidemia, aumento da permeabilidade intestinal, do numero
de células califormes e linfocitos intraepiteliais, e diminui¢@o das células reguladores nos
linfonodos duodenais e jejunais. Essas alteracdes, no seu conjunto, sugerem que a
obesidade induzida por dieta gera repercussdes na mucosa intestinal, com prejuizo de
fatores importantes na prote¢do da barreira epitelial e nas atividades reguladoras locais.
Mostramos ainda que a tentativa de induzir tolerdncia oral em camundongos obesos
falhou quando o antigeno foi administrado por gavagem. Isto demonstra que a
suscetibilidade a inducdo dos mecanismos responsdveis pela tolerancia oral esta

diminuida frente a obesidade.

A tolerancia oral pode ser entendida como um mecanismo fisiologico de
reatividade imunorreguladora aos antigenos presentes na dieta e da microbiota,
desencadeado na mucosa intestinal, mas com repercussdes sistémicas ja que ela envolve
o controle da resposta celular e humoral em outros sitios do corpo especificas ao antigeno
em questdo (WEINER et al., 2011). Assim, a indu¢do da tolerancia oral depende de
condi¢des na mucosa intestinal (células Tregs, células dendriticas tolerogénicas e
citocinas, por exemplo) e também ¢ um importante mecanismo de manutencdo da

homeostase imune em um local constantemente desafiado pelo contato com antigenos.

Para tentar compreender o que resultou na falha da indugao de tolerancia oral, foi
considerado alteracdes pertinentes na obesidade como a hiperglicemia e disbiose
intestinal. Assim, mostramos que o tratamento da hiperglicemia com Metformina e o
tratamento com antibidticos, que por sua vez, melhoraram a glicemia e permeabilidade,

podem favorecer o desenvolvimento de tolerancia oral em animais obesos.

Por outro lado, a quebra da tolerancia oral, pode resultar em desenvolvimento de
problemas inflamatdrios no intestino, como as alergias alimentares. Assim, mostramos
também que a alergia alimentar ¢ mais severa em camundongos obesos quando
comparados aos animais magros. Considerando os resultados apresentados em
camundongos, foi investigado se estes achados poderiam ser translacionados humanos.
Para isso, foram considerados parametros clinicos e bioquimicos, e a correlagdo desses

fatores com os niveis séricos de IgE, anticorpo envolvido nas respostas alérgicas.
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Primeiramente, observamos que individuos obesos com diabetes melitus tipo 2,
apresentam niveis séricos mais elevados de IgE do que aqueles individuos com obesidade
e sem hiperglicemia. Sendo assim, foi identificada correlagdo positiva entre os niveis de
glicemia de jejum, hemoglobina glicada e IgE sérico, em individuos obesos. Além de
alteracdes importantes na expressdo genica na mucosa do jejuno como redugdo da

expressao dos genes FOXP3 e IL-10 em individuos obesos com diabetes.

A obesidade ¢ tida como um estado de inflamagdo cronica de baixo graus que se
correlaciona com disfungdes metabdlicas e alteragcdes na resposta imune, contribuindo
para o desenvolvimento de processos inflamatdrios na mucosa intestinal e aumento da
suscetibilidade a doencas relacionadas a inflamacdo no intestino, como as alergias
(DEVEREUX, 2006; KAU et al., 2011; WINER et al., 2016). Além disso, os efeitos
metabolicos associados a obesidade como hiperglicemia e hiperlipidemia, podem ampliar
a inflama¢ao de modo a ser prejudicial a fisiologia organismo. A geragdo de produtos
glicados, por exemplo, leva a toxicidade pancredtica e as complica¢cdes macro-vasculares
e micro-vasculares, e podem afetar praticamente todos os 6rgdos, aumentando o risco de

infec¢do e de mortalidade (BUTLER; BTAICHE; ALANIZ, 2005; LEITE et al., 2010).

Thaiss e colaboradores identificaram que a hiperglicemia, e ndo o excesso de peso,
pode interferir na homeostase intestinal e integridade epitelial. Na presenca de
hiperglicemia, ocorre aumento da permeabilidade intestinal, o que leva a um influxo
anormal com disseminacdo sist€émica de produtos microbianos (THAISS et al., 2018).
Assim, uma das possibilidades que levantamos neste estudo, ¢ que a obesidade associada
a hiperglicemia afete as células epiteliais do intestino, resultando em alteragdes da
barreira intestinal, aumento da permeabilidade, e contribuindo para o distarbio da
tolerancia oral, observados em nossos experimentos. Além disso, outro aspecto associado
a obesidade e ao aumento da permeabilidade intestinal ¢ a disbiose, também observada
nos animais obesos. A presenc¢a da disbiose pode favorecer o transito de bactérias ou de
produtos bacterianos, como o LPS, pela barreira intestinal aumentando a inflamagao e

estimulando a ativagdo do sistema imune (AMAR et al., 2011; CANI et al., 2008).

Para compreender melhor o impacto da obesidade na mucosa intestinal, tentamos
avaliar alguns fatores imunes importantes para a homeostase intestinal e para o
desenvolvimento da tolerdncia oral, que poderiam estar comprometidos. Como,
frequéncia de linfocitos intraepiteliais (IEL), producdo de IgA e frequéncia de células

reguladoras, que serdo discutidos adiante.
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Conforme mostrado em trabalhos anteriores, a frequéncia de IEL ¢ maior em
humanos obesos sem ou com diabetes quando comparados com pessoas eutroficas
(MONTEIRO-SEPULVEDA et al., 2015). Os IELs exibem caracteristicas de imunidade
inata e adaptativa (CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011) e parecem fornecer
protecdo imune imediata para evitar a disseminacdo de patogenos. Além disso, devido a
sua proximidade as células epiteliais intestinais, apresentam func¢des reguladoras e evitam
respostas imunes inflamatdrias excessivas que podem comprometer a integridade da
barreira intestinal. A dieta e os metabodlitos da microbiota parecem ser estimulantes
importantes para a atividade dos IELs, pois a quantidade de IEL ¢ reduzida na mucosa
intestinal de camundongos alimentados com dieta contendo aminoacidos livres (DA
SILVA MENEZES et al., 2003). Sugerindo a necessidade de sinais do lumen para o
desenvolvimento e/ou manutencdo dessas células. No entanto, o excesso da capacidade
citotoxica dos IELs pode induzir distirbios inflamatorios, como doenca celiaca e doengas
inflamatorias intestinais. Infec¢cdes por bactérias patogénicas ou protozoarios também
induzem alteracdes na resposta das IELs, mudando rapidamente o padrdo de movimento
entre as células epiteliais intestinais (FARIA, ANA M.C.; REIS; MUCIDA, 2017;
HOYTEMA VAN KONIJNENBURG et al., 2017). A maioria dos IELs tem granulos
citoplasmaticos abundantes para atividade citotoxica e podem expressar citocinas
efetoras, como IFN-y, IL-2, IL-4 ou IL-17 (CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA,
2011). Assim, no contexto da obesidade, o aumento do numero de IEL pode estar
correlacionado com maior ocorréncia de estimulos devido ao aumento da permeabilidade
intestinal, favorecendo o contato com antigenos dietéticos e com bactérias presentes no

lamen intestinal.

J4 as alteracdes resultantes do aumento de sIgA, e maior frequéncia de bactérias
ligadas a IgA em camundongos obesos, ainda ndo estd claro. Estudos em humanos
mostraram que individuos obesos apresentam niveis elevados de IgA sérica, entretanto, o
aumento dos niveis de IgA sérica nesses estudos estd associado a infec¢des ou oxidagdo
aumentada de LDL (LUCK et al., 2019; VEHKALA et al., 2013). Alguns pesquisadores
associam a elevagdo dos niveis de sIgA com maior contato com bactérias patogénicas
presentes no lumen intestinal (LUCK et al., 2019). sIgA regula a microbiota e auxilia na
manutencdo da homeostase intestinal protegendo contra a acdo de organismos invasores,
como bactérias patogénicas. Embora sIgA também desempenhe um papel na resisténcia

do hospedeiro a infecgdes, camundongos livres de patogenos especificos (SPF)
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apresentaram concentracdes abundantes de sIgA, enquanto camundongos livres de germe
ndo, sugerindo que o papel principal da sIgA ¢ manter o equilibrio entre o hospedeiro e
sua microbiota (CONG, YINGZI et al., 2009). No limen intestinal, a IgA se liga a
microrganismos e toxinas, neutralizando sua acao e dificultando a translocacdo. Nesse
contexto, o aumento dos niveis de sIgA e de bactérias revestidas por IgA no modelo de
obesidade aqui utilizado, pode estar associado a alteragdes na microbiota intestinal. Luck
e colaboradores também identificaram um aumento no porcentual de bactérias ligadas a
slgA em condicdes de obesidade, e mostraram que a IgA possui alta afinidade para as
bactérias tanto no colon como no intestino delgado (LUCK et al., 2019). Assim, esses
resultados sugerem que, na obesidade induzida por dieta, a IgA responde ao aumento de

espécies microbianas patogénicas e com capacidade de transloca¢do no intestino.

Outra alteragdo observada nos animais obesos, foi a redugdo da frequéncia de
células T reguladoras nos linfonodos mesentéricos que drenam o duodeno e o jejuno. Os
principais mecanismos subjacentes as ac¢des das células Treg incluem a producdo de
citocinas inibitorias, como IL-10 e TGF-f e o controle da proliferagdo de células efetoras
(CAO et al., 2007). A populagdo de células Treg envolvidas na indu¢do de tolerancia
oral ¢ heterogénea, e a geracdo dessas células depende das citocinas e dos metabolitos
presentes no meio em que estas células se encontram. Estudos anteriores mostraram que
a presenca de TGF-J e acido retindico (RA) induz a diferenciagdo de células T naive em
células CD4Foxp3"(COOMBES et al., 2007a). Na mucosa intestinal a diferencia¢do de
uma célula T naive em uma célula Treg induzida (iTregs) ocorre nos linfonodos que
drenam as diferentes por¢des do intestino. Worbs e colaboradores mostraram que os
linfonodos presentes na mucosa intestinal drenam diferentes segmentos do intestino de
acordo com a posi¢do anatdmica (WORBS et al., 2006¢). Ja Esterhazy et al, (2019)
avaliou o perfil de células imunes nos linfonodos que drenam intestino e observou
reducdo da frequéncia de células Foxp3* e CD103"CD11b" dos linfonodos proximais para
os distais (duodeno — colon). Ja a frequéncia das células RORyT" decrescem dos
linfonodos de forma proximal-distal também em condigdes homeostase (ESTERHAZY,
D ET AL., 2019). Além disso, os linfonodos duodenais e jejunais também apresentam
maior concentragdo de ALDH2 e acido retindico, quando comparados aos linfonodos
mais distais. A soma destes fatores confere aos linfonodos proximais caracteristicas
tolerogénicas (ESTERHAZY, D ET AL., 2019), enquanto os distais apresentam

caracteristicas maiores de controle de infec¢des. Nesse grande cenario, nés conseguimos
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mostrar que camundongos obesos apresentam reducdo na frequéncia de Tregs nos
linfonodos duodenais e jejunais quando comparados com camundongos magros controle,
o que pode ser um dos fatores que contribuiu para quebra da homeostase intestinal e pode

contribuir para a falha no desenvolvimento de tolerancia oral.

Além das células Tregs, as células dendriticas também sdo importantes para a
manuten¢do da homeostase intestinal e para indug¢do de tolerancia oral. Na mucosa
intestinal de camundongos e humanos, as células dendriticas CD103" expressam niveis
elevados da enzima RALDH2 (4/dhla2 mRNA) capaz de metabolizar vitamina A em
acido retinodico (AR) além de secretarem TGF-B. A apresentacdo de antigenos derivados
do lumen do intestino por essas células a linfocitos TCD4" nos linfonodos mesentéricos
converte esses linfocitos (naive) em células T Foxp3™ com capacidade reguladora (Treg)
(COOMBES et al, 2007). A secre¢do de AR pelas DCs CD103* também ¢ essencial para
a producao de sIgA na mucosa intestinal em conjunto com outros mediadores tais como
TGF-B, IL-5 e IL-6 (MORA et al., 2006; UEMATSU et al., 2008) favorecendo a

homeostase intestinal.

Por outro lado, Esterhdzy e colaboradores mostraram que a subpopulacao de DCs
CD103"CD11b" dos linfonodos mesentéricos sdo aquelas que apresentam a maior
expressdao de RALDH2 sendo responsdveis ndo somente pela geracdo de células T
reguladoras induzidas (iTregs) na mucosa intestinal, mas também pela indugdo de
tolerancia a antigenos administrados por via oral (ESTERHAZY etal, 2016). Esse mesmo
grupo mostrou que a drenagem linfatica especifica do segmento intestinal ocorre de forma
compartimentada e influéncia as células imunes nos LNMs, particularmente as DCs
migratorias MHCII" CD103*CD11b~ estdo envolvidas na resposta tolerogénica e as
CD103"CD11b" estdo relacionadas com resposta pro-inflamatérias (ESTERHAZY et al.
2018). As DCs CD103°CD11b™ (¢cDC1) sao mais frequentes nos LNMs duodenais
apresentando uma assinatura mais tolerogénica e com redug@o da expressao de receptores
de citocinas inflamatoérias tais como IFN-y e/ou IL-1B quando comparado as células dos
linfonodos que drenam o jejuno, o ileo, o cécum e o colon (ESTERHAZY et al. 2018).
Esses achados sugerem os linfonodos duodenais sdo ambientes tolerogénicos devido a
assinatura de DCs favordveis e a drenagem preferencial de nutrientes para esses
linfonodos. Assim, foi observado que camundongos alimentados com dieta HSB
apresentaram redugdo na frequéncia das DCs CDI103"CD11b" nos linfonodos

mesentéricos (LNMs). No entanto, esse fato ndo foi analisado de forma
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compartimentalizada, mas se correlaciona com os dados que obtivemos de redugdo da
frequéncia de Treg nos linfonodos duodenais. Seria interessante avaliar, a partir desses
resultados preliminares, se a frequéncia dessas células estd modificada também nos

diferentes linfonodos, principalmente nos duodenais, de camundongos obesos.

A exposi¢do a grande quantidade de antigenos da dieta e da microbiota comensal
exige um equilibrio intenso da resposta imune na mucosa intestinal, pois a ativacdo ndo
controlada direcionada a microbiota pode resultar em doengas inflamatdrias intestinais,
como a doenca de Crohn e a colite ulcerativa (PABST; MOWAT, 2012). Ja a falha em
induzir tolerancia as proteinas alimentares pode resultar em alergia alimentar
(MERESSE et al., 2009). Nesse cendrio, o desencadeamento de resposta imune
tolerogénica subsequente a ingestdo do antigeno favorece a manuten¢ao da homeostase
intestinal, e pode atenuar respostas imunes inflamatorias e deletérias ao organismo de

modo a controlar diversas doengas inflamatdrias, inclusive a obesidade.

Dentre os varios fatores que podem interferir na inducdo da tolerancia oral, temos
a idade, tanto camundongos neonatos, como os senescentes sdo resistentes a inducdo de
tolerancia oral (FARIA etal., 1998; SPEZIALI etal., 2018; VAZ etal., 1997). No entanto,
o perfil nutricional como a obesidade ou a desnutri¢do, ainda ndo foram explorados como
fatores que interferem na indugao de tolerancia oral. Mas, ¢ claro que o comprometimento
nutricional como a obesidade leva a alteragdes na homeostase da mucosa intestinal,
comprometendo o desenvolvimento da tolerancia oral. Assim, apds identificar as
alteracdes metabolicas e na homeostase intestinal em camundongos obesos, perguntamos

se estas alteracdes poderiam de fato, interferir na inducdo de tolerancia oral

Para esse fim, administramos uma tnica dose de OVA por via intra-géstrica. No
entanto, os camundongos obesos ndo desenvolveram tolerancia oral, conforme verificado
pela manutencao de niveis elevados de IgG1 anti-OVA e IgE total. A inibi¢ao especifica
de IgG1 ¢ uma forma muito sensivel de suscetibilidade a tolerancia oral, uma vez que este
isotipo de imunoglobulina é o mais dificil de inibir por administragdo oral de antigenos

(REZENDE et al., 2013; WORBS et al., 2006a).

Estudos prévios abordaram uma dicotomia na susceptibilidade de subtipos de
linfocitos T auxiliares a indugdo de tolerancia oral, onde havia ativacdo preferencial de
células Th2 e consequente producdo de citocinas, como IL-4 e IL-10 apods o contato com

o antigeno, e supressdo das respostas Th1 (MILLER et al., 1992; MILLER et al., 1994).



76

Adicionalmente, a produgao de anticorpos IgG1, dependente de IL-4, seria mais resistente
a diminui¢do frente a tolerancia, do que a secre¢do de IgG2a, dependente de IFN-y
(MELAMED e FRIEDMAN, 1994; CLAESSEN, VON BLOMBERG et al., 1996). No
entanto, estudos subsequentes sugerem que ambas as respostas, Thl e Th2, possam ser
suprimidas durante a indu¢ao de tolerancia oral (GARSIDE et al., 1995). Russo et al.1998
descreveram que a administragdo prévia de OVA por 5 dias consecutivos foi capaz de
bloquear a eosinofilia pulmonar, producao de IgE e a reatividade pulmonar, fendmenos
tipicos do envolvimento de linfocitos Th2, e que levam ao desenvolvimento da asma
(RUSSO et al., 1998). Outro fator importante a ser considerado ¢ que todos os aspectos
inflamatorios das respostas imunes podem ser inibidos pela tolerancia oral, mas em graus
distintos. Assim, respostas Th2 sdo mais facilmente inibidas em imunizagdes com
adjuvantes polarizadores para resposta Th2, como o hidréxido de aluminio em modelos
animais (TOBAGUS; THOMAS; HOLT, 2004), enquanto imunizagdes parenterais com
adjuvante completo de Freund (CFA), revelam maior inibi¢do de respostas Thl. Em
contraste, ¢ relevante considerar que a producdo de IgE ¢ particularmente suscetivel a
inibi¢do pela administracdo oral do antigeno e posterior imunizacdo com Al(OH)3; (VAZ

etal., 1997).

Outro mecanismo crucial de inducdo de tolerancia oral ¢ a produgdo de citocinas
como TGF- e IL-10 por células T reguladoras induzidas (iTreg) na mucosa intestinal por
meio da administragdo oral de antigenos (MENGEL et al., 1995; SPEZIALI et al., 2018;
VAZ et al., 1997; LUCK et al., 2019). Mucida e colaboradores mostraram que a falha no
desenvolvimento das iTregs e o bloqueio da acdo do TGF-f comprometem o
desenvolvimento da tolerancia oral (MUCIDA et al., 2005a). Ao verificar a producdo de
TGF- B, observamos aumento apenas no sobrenadante de cultura de células de baco dos
animais controles magros que receberam o antigeno por via oral, diferente dos obesos.
que ndo presentaram diferenca nos niveis de TGF- em sobrenadantes de cultura de
células de bago. O tratamento com anticorpo anti-TGF-f antes, durante e imediatamente
apos a administragdo oral de OVA reverte a supressdo da inflamacdo de vias aéreas,
mostrando a importancia dessa citocina para a inducao de tolerancia oral (MUCIDA et al.,
2005; FARIA; WEINER, 2006b). Assim, a falha das c€lulas do bago dos animais obesos em
aumentar a producdo de TGF-f também pode ser um aspecto importante da dificuldade

em induzir tolerancia oral nesse grupo.
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Outra alteracdo na resposta celular identificada nos camundongos obesos, foi o
aumento na concentragdo de IFN-y no sobrenadante, tanto de cultura de células de bago
quanto de linfonodos mesentéricos dos animais tratados previamente com OVA. Estudos
prévios mostraram que a obesidade induzida por dieta promove mudanga nas populagdes
de células imunes na lamina propria intestinal para um padrao inflamatorio caracterizado
pela reducao de células Treg FOXP3*, aumento de células Thl e de células TCD8"
produtoras de IFN-y (LUCK et al., 2015). Altas concentracdes de IFN-y tem efeitos
deletérios na barreira intestinal, induzindo a reducdo ou a dissociagdo de proteinas das
jungdes firmes, como zonulina (ZO-1) e ocludina (BEAUREPAIRE; SMYTH; MCKAY,
2009). De acordo com Luck e colaboradores, camundongos deficientes em IFN-y
alimentados com dieta hipercaldrica preservam a permeabilidade intestinal, sugerindo
que as células secretoras de IFN-y sdo pelo menos parcialmente responsdveis pelo
aumento da permeabilidade intestinal em camundongos obesos (LUCK et al., 2015).
Como nao houve reducdo na concentracdo de IFN-y nas culturas de células de baco e de
MLNs de camundongos obesos que receberam OVA, e sim aumento, podemos sugerir
que o contato prévio com OVA pode ter atuado como indutor para a diferenciagdo de
células secretoras de IFN-y, ou seja, um processo semelhante ao de imunizacdo oral.
Porém, outros parametros deveriam ser avaliados, como frequéncia de células secretoras
de IFN-y na mucosa intestinal, manuten¢ao de células secretoras de IFN-y em o6rgaos

linfoides e na mucosa intestinal, para confirmar essa hipotese.

Como dito anteriormente, a tolerancia oral ¢ um fendmeno que se inicia na mucosa
intestinal e se estende por todo o organismo, e ¢ dependente da geracdo de células T
reguladoras na periferia (WORBS et al., 2006b). As células Tregs periféricas (pTregs) ou
induzidas (iTregs) s@o tdo essenciais para a inducdo de tolerancia oral, enquanto que as
Tregs naturais ou timicas sdo dispensaveis (CUROTTO-LAFAILLE et al, 2007;
MUCIDA et al., 2005). Além disto, as células Th3 (CD4"LAP*) também podem exercer
o papel de iTregs ou ainda promover o desenvolvimento de células iTregs Foxp3* via
producdo de TGF-f. Para que a tolerancia oral seja estabelecida, ¢ necessario que DCs
que expressam a integrina a4f37 (CD103) migrem da lamina propria carregando antigeno
para os LNMs onde auxiliam na diferenciagdo de células TCD4" naive em células

TCD4'Foxp3" (WORBS et al, 2006).

As Tregs sdo importantes para o mecanismo de regulagdo imune e possuem efeito

protetor em varias condi¢des como em doengas autoimune e alergias. Assim, outro fator
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que também pode estar associado com a falha na indu¢do de tolerancia oral em animais
obesos tratados com OV A por gavagem, ¢ a ndo geragao de células Tregs nos LNMs. Nos
camundongos que receberam a dieta controle AIN93G e a OV A por via oral, a frequéncia
das células Tregs CD4*Foxp3*, foi aumentada. Ja nos animas obesos, ndo foi observada
diferenca na frequéncia células Tregs CD4 Foxp3™ nos LNMs ap6s a administragdo oral
de OVA. Assim, em animais obesos, ha menor frequéncia dessas células nos LNMs antes,
e apos o tratamento oral com o antigeno. Sendo assim, a dificuldade em aumentar a
diferenciagdo de iTregs pode ser um outro fator que contribui para a falha na inducao de

tolerancia oral em camundongos obesos.

Um fator que pode importante para a diferenciacdo das células Tregs em animais
obesos ¢ o aumento da secrecdo de adipocinas pelo tecido adiposo. Estudo prévio do
nosso grupo realizado mostrou que camundongos com obesidade induzida por dieta HSB
tem aumento na secrecdo de resistina e leptina, e reducdo da secre¢do de adiponectina,
com reducdo de Tregs no tecido adiposo e em LNMs dos camundongos obesos (MAIOLI
et al.,, 2016). A resistina ¢ uma adipocina pro-inflamatéria geralmente elevada em
individuos obesos e associada a resisténcia a insulina. J& a adiponectina estd associada a
maior tolerdncia a glicose e maior sensibilidade a insulina (KUSMINSKI; BICKEL,;
SCHERER, 2016). Por outro lado, camundongos deficientes em leptina (0b/0ob) ou em
seu receptor (db/db) apresentam maior proliferacdo de células Tregs e Th17 (CAO et al.,
2007; DE ROSA et al., 2007; MORAES-VIEIRA et al., 2014). Outro aspecto que deve
ser considerado sdo algumas caracteristicas do metabolismo celular das Treg, como a
expressdo de receptores de leptina que podem ser importantes na relagdo direta entre
adiposidade e reducdo na diferenciacdo de iTregs. Schmetterer e colaboradores
mostraram que a expressao do receptor de leptina por linfocitos T CD4" em camundongos
obesos participa na sinalizagdo, via STAT3, para a diferenciacdo para células Th17
(SCHMETTERER; PICKL, 2017). Como a diferenciacdo de Th17 e Tregs Foxp3™ se
regulam pela expressdo diferencial de RORyt versus Foxp3 (MUCIDA et al, 2007), o
estimulo para a diferenciacdo de células Th17 no tecido adiposo ou na mucosa intestinal
via receptor de leptina pode levar a redugdo na geragdo de iTregs Foxp3*. Assim, a
hiperleptinemia e o aumento da concentra¢do de resistina presente nos animais com
obesidade induzida por dieta HSB podem interferir na diferenciagdo de células iTregs e

consequentemente na susceptibilidade a inducdo de tolerancia oral.



79

As Tregs CD4"Foxp3* sdo também importantes para manter a resposta imune
tolerante & microbiota intestinal, como por exemplo, auxiliar a manuten¢do de células B
produtoras de IgA via TGF-B na lamina propria (CONG, Y. et al., 2009). Porém, estdo
reduzidas em condi¢des de alteracdes da barreira intestinal e disbiose, em casos de
obesidade induzida por dieta (LUCK et al., 2015). Um numero crescente de evidéncias
conecta a disbiose bacteriana com a obesidade, a intolerancia a glicose e as doengas

intestinais (TURNBAUGH et al., 2006b).

Em camundongos, a analise da microbiota mostrou que a maioria das bactérias no
intestino e nas fezes pertence a dois principais filos bacterianos, Bacteroidetes e
Firmicutes (GILL et al., 2006). Em camundongos magros, existe um equilibrio na
composi¢do dessa microbiota com representacdo balanceada de espécies bacterianas
pertencentes aos dois filos. No entanto, em camundongos obesos ha alteragdo na
proporgao entre esses filos (TURNBAUGH et al., 2006a). Em nossos experimentos em
camundongos obesos, observamos redu¢do da variabilidade e alteracdes na proporgao de
Bacteroidetes e Firmucutes na microbiota intestinal quando comparados aos
camundongos controle magros. Moreira e colaboradores em 2019 ja haviam mostrado
resultados semelhantes quando compararam a diversidade da microbiota de animais

tratados com HSB ou AIN93G (MOREIRA JUNIOR et al., 2019).

Em condic¢des de obesidade a disbiose intestinal em camundongos estd associada
ao aumento da permeabilidade intestinal, o que pode favorecer a passagem de bactérias
ou de produtos bacterianos, como o LPS, através da barreira intestinal aumentando a
inflamacao e estimulando a ativacdo do sistema imune de maneira sistémica (AMAR et
al., 2011; CANI et al., 2008). Em humanos a disbiose da microbiota intestinal também
esta associada com aumento da concentracao sérica de LPS (WANG, J. et al., 2019).
Mudancgas significativas na microbiota comensal também foram observadas em
individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Karlsson et al., 2013; Qin et al., 2012). Os niveis
séricos de LPS aumentam como resultado de DM2, indicando que pode haver aumento

da translocagdo de produtos bacterianos em modelos murinos (AMAR et al., 2011).

E importante ressaltar que as mudancas da microbiota, resulta em disfungdes
metabodlicas como hiperglicemia e ganho de peso corporal, e estas alteragdes podem ser
transferiveis, uma vez que a microbiota de camundongos geneticamente obesos leva ao

aumento da adiposidade entre companheiros saudaveis na mesma gaiola (TURNBAUGH
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et al., 2006a). Assim, a transferéncia da microbiota pode ser suficiente para favorecer

suscetibilidade a sindrome metabdlica (CARVALHO et al., 2012).

Além da microbiota ser importante no equilibrio metabdlico, os produtos
derivados do metabolismo dessas bactérias também estdo envolvidos na resposta imune
intestinal. Os 4cidos graxos de cadeia curta, produzidos por bactérias intestinais, se ligam
aos seus receptores especificos nos linfocitos e nas células apresentadoras de antigenos
aumentando a capacidade tolerogénica dessas células e diminuindo a resposta alérgica
aos antigenos da dieta (TAN et al., 2016). No entanto, a tolerdncia a microbiota ¢é
localizada no intestino e a auséncia de microbiota, como em animais germ free, nao

impede a inducdo de tolerancia oral (WALTON et al., 2006).

Diante da importancia da microbiota para a homeostase intestinal e para a inducdo
de tolerancia a antigenos da dieta, resolvemos investigar o papel da microbiota na falha
do desenvolvimento da tolerancia oral nos camundongos obesos. Para isso foram
realizados dois métodos, a transferéncia fecal e o tratamento com antibioticos. A
transferéncia fecal do animal controle magro para o animal obeso auxiliou na diminui¢@o
da glicemia de jejum. No entanto, ndo foi capaz de melhorar a permeabilidade intestinal
e a capacidade de desenvolver tolerancia oral nos animais obesos. J4 o tratamento com
antibioticos, além de reduzir a permeabilidade intestinal, permitiu que os animais obesos
desenvolvessem a tolerancia oral. Azad e colegas mostraram associacdes entre a
microbiota intestinal e a sensibilizagcdo alimentar em criangas no primeiro ano. Criancas
com sensibiliza¢do alimentar até o primeiro ano de vida apresentaram menor riqueza geral
da microbiota intestinal nos 3 primeiros meses. Além disso, houve diferenga entre as
familias de Enteroacteriaceae foi mais abundante e Bacteroidaceae menos abundante em
criancas sensibilizadas (HAYGLASS et al, [S.d.]). Estes resultados mostram a
interferéncia da microbiota intestinal na sensibiliza¢do de criangas até um ano de idade,
podendo até mesmo ser utilizado como um predito de doengas intestinal, incluindo

alergias.

Diante da importdncia da microbiota para a homeostase intestinal e na tolerancia a
antigenos da dieta, resolveu investigar a interferéncia dessa na inducao de tolerancia oral.
Apesar dos inimeros estudos empregando o transplante de microbiota, tratamento com
antibidticos ou ainda laxantes em modelos animais, os métodos sdo bastante debatidos e
nao ha consenso cientifico sobre a melhor metodologia. Assim, foi realizado dois métodos

para avaliar o papel da microbiota sendo eles a transferéncia fecal e o tratamento com
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antibidtico. A transferéncia fecal de um animal controle magro para um animal obeso,
auxiliou na melhora da glicemia de jejum, no entanto ndo foi capaz de melhorar a

permeabilidade intestinal e a capacidade de desenvolver tolerancia oral.

Portanto, observa-se que a microbiota intestinal ¢ importante no controle
metabolico do organismo e no desenvolvimento de resposta imune tolerogénica, mas nao

¢ fundamental na inducdo de tolerancia oral.

Apesar dos inimeros estudos empregando o transplante de microbiota, o
tratamento com antibioticos, ou ainda o tratamento com laxantes em modelos animais, os
métodos sdo bastante debatidos e ndo ha consenso cientifico sobre a melhor metodologia.
Muitos estudos usam roedores livres de germes (GF) para transferéncia de microbiota
(ZIETAK et al., 2016), enquanto outros usam animais criados de forma convencional
com ou sem deplecdo de microbiota antes da transferéncia (GREGORY et al., 2015). Por
ultimo, a frequéncia e a dura¢do do inoculo variam de uma Unica administragdo a varias
vezes por semana, durante algumas semanas (FERRERE et al., 2017; HINTZE et al.,
2014; WRZOSEK et al., 2018). A transferéncia fecal influéncia o ecossistema da
microbiota, no entanto, fatores como idade, tratamento prévio a transferéncia, estado
microbiologico (disbiose) e dieta também pode intervir no processo (LE ROY et al.,
2019). Estudos anteriores que avaliaram a coloniza¢cdo da microbiota apos transplante
fecal, mostraram resisténcia a colonizacdo de algumas espécies de bactérias tanto em
camundongos como em humanos (SUEZ et al., 2018). Assim, para melhor entendimento
do processo seria necessario avaliar a eficacia da estratégia experimental avaliando a
proporcao bacteriana do inoculo em recipientes, e a abundancia relativa bacteriana nos
recipientes, para averiguar a semelhanca ao inoculo, e a remocgao da proporg¢ao bacteriana

enddgena do recipiente.

Por outro lado, o tratamento com antibidticos por gavagem no periodo de 17 a 24
dias proporciona eliminagdo total da populagdo bacteriana intestinal, e esse tratamento
resulta em alteragdes estruturais e celulares que se aproximam de animais livres de
germes, como o6rgaos linfoéides secundérios hipoplasicos, ceco dilatado e reduzida
renovagdo celular epitelial (REIKVAM et al, 2011). Camundongos obesos que
receberam antibidtico tiveram redu¢do da adiposidade, da inflamagdo no tecido adiposo,
do metabolismo da glicose e da permeabilidade intestinal ao considerar pardmetros como
a expressao de proteinas de jun¢des, como ocludinas e claudinas (CANI et al., 2008). Nos

observamos resultados semelhantes quando tratamos animais obesos com antibidtico,
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pela melhora do metabolismo de glicose, da permeabilidade intestinal e da capacidade de

desenvolver tolerancia oral, quando comparados com camundongos obesos nao tratados.

Por outro lado, um estudo, identificou que o tratamento com antibidticos por
gavagem no periodo de 17 a 24 dias proporciona eliminacao total da microbiota intestinal,
e que esse tratamento resulta em alteragdes estruturais e celulares que se aproximam de
animais livres de germes, como 6rgdos linféides secundarios hipoplasicos, ceco dilatado
e reduzido renovagao da célula epitelial (REIKVAM et al., 2011). Ja Cani e colaboradores
mostraram que o tratamento com antibidticos em camundongos obesos reduziu a
adiposidade, a inflamacdo no tecido adiposo, melhorou o metabolismo da glicose e
permeabilidade intestinal ao considerar pardmetros como a expressdao de proteinas de
jungdes, como ocludinas e claudinas (CANI et al, 2008). Resultado similiar foi
observado nos animais obesos tratados com antibidtico que apresentaram melhora do
metabolismo de glicose, permeabilidade intestinal e ainda foram capazes de desenvolver
tolerancia oral quando comparados com camundongos obesos nao tratados. Assim, parece
que o desenvolvimento de tolerancia oral foi depende ndo necessariamente da microbiota

intestinal, mas da melhora do metabolismo de glicose e da permeabilidade intestinal.

Nosso grupo mostrou recentemente que alteragdes na mucosa intestinal de
camundongos diabéticos nao obesos (NOD) precede o desenvolvimento espontaneo de
diabetes tipo 1. Nesse estudo identificamos que camundongos NOD apresentavam
disbiose, niveis reduzidos de produgdo de muco e frequéncia alterada de células
dendriticas e Tregs nos linfonodos mesentéricos. Essas alteracdes precoces nos
componentes do intestino detectadas de camundongos NOD resultaram em falha na
inducdo de tolerancia oral (MIRANDA et al., 2019). Fazendo um paralelo, vimos
alteracdes similares em animais obesos com hiperglicemia na frequéncia de células
dendriticas nos linfonodos mensentéricos totais, e das células Tregs CD4"FoxP3* nos
linfonodos drenantes do duodeno e do jejuno. Assim, decidimos avaliar se a hiperglicemia
poderia interferir na indugao de tolerancia oral, e para isso, realizamos dois experimentos.

No primeiro foi realizado o tratamento com estreptozotocina (STZ), que destroi
células B pancreaticas, simulando o modelo de diabetes tipo 1. Apos o tratamento, os
animais foram submetidos ao protocolo de inducdo de tolerdncia oral, o qual foram
refratarios. Além disso, foi realizado o tratamento com Metformina, para reduzir a
glicemia em camundongos obesos com diabetes tipo 2. Os resultados obtidos apontaram

que a hiperglicemia, e ndo o excesso de peso poderia estar comprometendo a homeostase
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intestinal e consequentemente a indugdo de tolerancia. Isso porque apds o tratamento,
com Metformina os camundongos obesos apresentaram niveis de glicose abaixo de
200mg/dL, e houve diminuicdo da permeabilidade intestinal e desenvolvimento da
tolerancia oral. Também, os resultados do experimento com STZ, mostraram que a
hiperglicemia teve correlagdo direta com o aumento da permeabilidade intestinal e ndo

houve inducgao de tolerancia oral.

A alta concentragdo sérica de glicose pode afetar as células epiteliais intestinais,
podendo resultar em alteracdes da fungdo de barreira, aumento da permeabilidade
intestinal, risco de infec¢do entérica e disbiose (THAISS et al., 2018). Em humanos, a
presenga de sindrome metabolica pode favorecer o agravamento de infecgdes intestinais
(MULLER et al., 2005). Além disso, a ligacdo destacada entre a hiperglicemia e o
desenvolvimento de tolerancia oral pode fornecer uma base de provavel mecanismo para
uma variedade de doengas causadas pela inflamac¢do intestinal aumentada, e a alergias

alimentares.

Fatores ambientais e estilo de vida podem contribuir para a quebra do estado de
tolerancia e para o desenvolvimento de alergias (SAURER; MUELLER, 2009; SICHERER,;
SAMPSON, 2010). No contexto deste trabalho, a falha na indu¢ao da tolerancia oral esta
associada a alteragdes no metabolismo e no perfil das células imunes da mucosa intestinal.
Esses fatores podem estar correlacionados ao acometimento da alergia alimentar. Assim,
para esclarecer se a quebra da tolerancia oral a antigenos da dieta em animais obesos
poderia favorecer o desenvolvimento de alergia alimentar, foi realizado o protocolo de
inducdo de alergia alimentar a OVA. Os resultados mostraram que os animais obesos
desenvolveram alergia alimentar de forma mais grave quando comparados aos animais
controle, ao considerar pardmetros como concentragdes séricas de IgGl especifica,

permeabilidade vascular e variagdo de peso.

A absor¢ao do alérgeno através do epitélio intestinal e o acesso as células efetoras
presentes na mucosa estdo aumentados em pessoas com alergia alimentar (PERRIER;
CORTHESY, 2011). O aumento da permeabilidade intestinal favorece a exposi¢do de
proteinas intactas alergénicas que podem levar a sensibilizacdo (GROSCHWITZ; HOGAN,
2009). O aumento da permeabilidade em individuos alérgicos, somados ao aumento da
permeabilidade em condigdes de obesidade pode ser um dos fatores que favoreceu a maior
severidade da alergia. J4 a perda de peso presente na alergia alimentar experimental esta

associada ao aumento da lipolise e inflamacdo no tecido adiposo, com aumento do
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numero de macrofagos e aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-

a, IL -6 e CCL2, e ndo a redugdo da ingestdo alimentar (DOURADO et al., 2011).

Outra alteracdo observada foi a presenca de anafilaxia cutinea passiva (PCA). A
anafilaxia ¢ uma consequéncia da alergia alimentar que pode ser fatal, e seus mecanismos
envolvem a degranulacdo de mastocitos e liberacdo de mediadores inflamatorios como
proastaglandinas e citocinas, e histamina e proteinas vasoativas apos a ligacdo do
complexo antigeno-IgE aos receptores de alta afinidade IgE (FceRI) na superficie de
mastocitos (GALLI; TSAIL 2016). Observamos que camundongos obesos previamente
sensibilizados e desafiados por via oral apresentaram maior area de extravasamento
durante a PCA do que camundongos nao-obesos. Estudos anteriores mostraram que a
anafilaxia sist€émica em camundongos pode ser mediada por IgE e IgG1l antigeno-
especificas ligadas aos receptores FcgRIII na superficies de mastocitos, com consequente
redu¢do da temperatura corporal e aumento do extravasamento de azul de Evans em PCA
(WANG, Z. et al., 2013). Assim, podemos considerar que o aumento dos niveis de
anticorpos séricos em camundongos obesos estd associado ao aumento do extravasamento

de azul de Evans durante a PCA.

Curiosamente os niveis de IgE em animais obesos aumentaram ja no desafio com
OVA, mesmo sem a imunizagdo, diferente do observado em animais magros. Estudos
anteriores mostraram correlacdo positiva entre obesidade, sintomas alérgicos e niveis
séricos elevados de IgE em criangas e adultos (HUANG; SHIAO; CHOU, 1999; JULIA;
MACIA; DOMBROWICZ, 2015; VISNESS et al., 2009; WANG, H. et al., 2017). Além
disso, outro estudo realizado com 8.856 adultos na China mostrou que individuos pré-
diabéticos apresentaram correlacdo positiva entre niveis elevados de glicemia de jejum e
IgE (WANG, H. et al., 2017). Como ndo observamos diferenca no titulo de IgE entre os
animais obesos sensibilizados ou ndo, frente ao desafio oral com OVA, sugerimos que na
obesidade a producao de IgE ¢ estimulada ja pela ingestao do alérgeno, mesmo sem haver
sensibilizacdo. Neste estudo ndo avaliamos a producao de IL-4 nem de IL-33, porém foi
demonstrado recentemente que a obesidade aumentou a susceptibilidade a alergia
alimentar por aumentar a diferenciacdo de células Th2 e a expressdo de IL-33(GU et al.,

2021).

A IgE ¢ uma medida diagnostica comum na pratica clinica para diagnostico de
alergias e pode ser influenciada por uma série de fatores modificaveis e ndo modificéveis,

dentre eles sexo, idade, tabagismo e etilismo (BARBEE et al., 1981). Além disso, o
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aumento das concentragdes totais de IgE no soro tem sido relatado também em uma série

de doencas ndo alérgicas em humanos (GALLI; TSAI 2016).

Para tentar fazer a translagdo dos nossos achados em camundongos com a clinica,
avaliamos se existia alguma correlacdo da producdo de IgE, com a obesidade e a
hiperglicemia. Para isso, foi feita a medida da IgE sérica em uma coorte de individuos
obesos, segregados entre obesos sem hiperglicemia e obesos com DM2. Os resultados
mostraram niveis mais elevados de IgE total em pacientes obesos com DM2, quando

comparados com pacientes obesos sem diabetes.

A sindrome metabdlica foi associada ao aumento do IgE na populag@o coreana
(KIM et al., 2018). Nessa populagdo, também foi feita associacdo da concentragdo sérica
de IgE com componentes da sindrome metabolica, como obesidade central,
hiperglicemia, hipertensao e triglicerideos no soro. Em contraste, os niveis de colesterol
HDL foram negativamente associados ao IgE (KIM et al., 2018). Da mesma forma, tem
sido mostrado aumentado da IgE sérica em pacientes com diabetes e pré-diabetes em
comparagdo aos individuos normoglicémicos (WANG, Z. et al., 2013). Sendo assim, apds
analise de correlagdo da IgE sérica com demais parametros, metabdlicos e clinicos,
identificamos também associacdo positiva entre a IgE plasmatica e fatores como

hemoglobina glicada, lepitina e triglicerideos.

O mecanismo pelo qual as alteragdes metabolicas influenciam nas concentragdes
de IgE ou vice-versa ainda ¢ desconhecida, muito se discute sobre as alteragdes nas
concentragdes de citocinas e na frequéncia de células Th2, porém isso ainda ndo esta

claro.

Considerando a leptina como fator que poderia explicar essa associacdo entre IgE
e metabolismo, sabe-se que esse hormoénio pode atuar nas células T diminuindo a
sinalizagdo para a proliferacao de células Foxp3*CD4"CD25" em humanos (TALEB et
al., 2007). Em células humanas, a expressao de Foxp3+ foi significativamente aumentada
quando culturas de linfocitos receberam anticorpo anti-leptina apds estimulagao com anti-
CD3 e anti-CD28 (DE ROSA et al., 2007). Outro estudo mostrou que camundongos com
asma experimental induzida por OVA, e que receberam também leptina, aumentaram as
concentragdes plasmaticas de IgE total e a gravidade da asma (SHORE et al., 2005). Esses
dados em conjunto sugerem que a leptina pode ser o elo que correlaciona a obesidade

com a IgE e consequentemente com a susceptibilidade aumentada as alergias.



86

Além da associagdo da IgE plasmatica com varidveis metabdlicas, foi avaliada
também a expressdo de genes associados & homeostase intestinal em biopsias de jejuno
de pacientes obesos sem alteragcdes no metabolismo da glicose, em comparacdo com
obesos com intolerancia a glicose e/ou DM2. Os genes selecionados estdo
predominantemente envolvidos em vias metabolicas, resposta imune e manutengdo da

barreira epitelial (DALMAS et al., 2014, FARIA, A. M. C.; WEINER, 2005).

Os resultados encontrados mostraram que a expressao de RNAm para IL-10,
IL22, Foxp3, claudina e ZO1 estavam reduzidas nos individuos obesos com DM?2,
comparados aos obesos sem DM2. E importante ressaltar que esses genes sio importantes
para expressao de proteinas responsaveis pela manutencdo da integridade intestinal e pela
indugdo da tolerancia oral. Os principais mecanismos subjacentes as agdes das células
Foxp3 incluem a producdo de citocinas inibitérias, como IL-10 e TGF-f (CAO et al.,
2007). Ja a IL-22 esta associada a integridade da barreira intestinal, regula o metabolismo
de lipidios e glicose, e contribui para a imunidade da mucosa em camundongos diabéticos
(WANG, X. et al., 2014). Em um intestino saudavel, o ambiente regulado observa-se a
producdo constante de proteinas das tight junctions, como ZO-1 e claudina 2, que sdo
essenciais para a integridade intestinal. A diminui¢do da expressado desses genes em
humanos obesos sugere alteracdes na homeostase intestinal com possivel quebra da

tolerancia imunoldgica e do equilibrio da resposta imune intestinal.

Por outro lado, a expressdo do RNAm para as citocinas IL-33 e IL-5 estava
aumentado da no jejuno dos pacientes obesos com DM2, quando comparados a
individuos obesos. A IL-33 foi identificada como mediadora de doengas inflamatorias,
como asma, doencas cardiovasculares e alérgicas. Além disso, ¢ produzida por células de
epitélio intestinal mediante dano, atuando como uma alarmina (LIEW; GIRARD;
TURNQUIST, 2016). A interleucina 5 (IL-5), por outro lado, tem um papel na ativagao,
diferenciagdo e crescimento de eosinofilos em locais de inflamag¢dao. Em condi¢des
alérgicas, os eosindfilos amadurecem sob a influéncia de IL-5 e modulam rea¢des imunes
(E KALI S. THOMAS, 2017). Juntos, esses dados sugerem que, de forma semelhante aos
achados em camundongos, a obesidade associada a hiperglicemia pode estar favorecendo

a ocorréncia de alergia.
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5. CONCLUSAO

A obesidade induzida por dieta é capaz quebrar a homeostase intestinal, e essa
quebra da homeostase dificulta a indugdo de tolerancia oral e aumenta a susceptibilidade
a alergia alimentar. A resisténcia em desenvolver tolerancia oral estd mais relacionada a
hiperglicemia, e ndo ao excesso de peso. Humanos obesos com DM2 tem producdo
aumentada de IgE e podem estar mais susceptiveis ao desenvolvimento de sintomas
alérgicos mediadas por IgE. Portanto, a obesidade leva a resisténcia ao desenvolvimento

da tolerancia oral e ao aumento da susceptibilidade a alergias (Fig. 21).
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Figura 21: A obesidade compromete a induciio de tolerancia oral e agrava a reacdo alérgica. A
obesidade induzida por dieta associada a hiperglicemia causou alteragdes na homeostase da mucosa
intestinal com redu¢ao da frequéncia de IEL e células caliciformes no duodeno, aumento da permeabilidade
intestinal, e uma redugdo da frequéncia de células Tregs nos linfonodos mesentéricos proximais. A soma
desses fatores resultou na falha da indug@o tolerancia oral a antigenos da dieta apresentando maior

concentragdo de anticorpos IgG1 e IgE, e uma menor concentragao TGF-p.
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ABSTRACT

Obesity and type 2 diabetes are associated with chronic inflammation and the mucosal immune
system has been implicated as an important affected site. Changes in gut homeostasis
associated with disturbances in intestinal barrier function and in immune cells may compromise
antigen-specific tolerance to luminal antigens and increase susceptibility to food allergies. In this
study, we show that obese mice fed a high-caloric diet had important changes in the intestinal
barrier with increased permeability and frequency goblet cells, as well as reduction in the
frequency of regulatory T cells (Tregs) in the duodenal and jejunal lymph nodes. When orally
treated with OVA, obese mice were resistant to oral tolerance induction, as seen by their
inability to suppress the humoral and cellular response after OVA feeding when compared to
the lean control group. Treating hyperglycemia in obese animals with Metformin improved
glycemia, maintained intestinal permeability and restored oral tolerance induction in obese
mice. One of the main consequences associated with the breakdown of oral tolerance is the
development of food allergy. Indeed, obese mice had a more severe food allergy to OVA
mounting an anaphylactic response when challenged with the allergen as compared to control
mice. Some of these findings in mice were reproduced in obese humans. Individuals with either
type 2 diabetes or glucose intolerance had higher serum IgE levels when compared to obese
patients without glucose-related metabolic disorders. Together, our results show that obesity

and hyperglycemia can cause failure in oral tolerance induction and aggravation of food allergy.

Keywords: Oral tolerance, obesity, hyperglycemia, immune system, mucosal immunology,

food allergy.
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INTRODUCTION

Obesity is an increasing worldwide problem with pandemic proportions. Individuals with obesity
are at risk of several metabolic diseases including cardiovascular disease, dyslipidemia and type

2 diabetes (1,2).

The immunological changes in obesity start in adipose tissue and includes altered tissue
structure and secretion of components by adipocytes. There is increase in the secretion of
cytokines such as TNF-q, interleukin-1B (IL-1B), IL-6, IL-8, leptin and resistin, and a parallel
reduction in IL-10 and adiponectin characterizing obesity as a low-intensity inflammatory state
(CINTI et al., 2005; HERSOUG; LINNEBERG, 2007; KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016; SUN;
KUSMINSKI; SCHERER, 2011). The saturation of the hypertrophic capacity of adipocytes to store
lipid excess increases the concentration of free fatty acids (FFA) (SUN; KUSMINSKI; SCHERER,
2011), which promote the activation of signaling pathways such as IKKB and NF-kB , and signaling
pathways by Toll-type receptors (TRL) (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; CHIANG et al., 2009),

which also favors the inflammatory state.

Obesity has been also associated, in humans and mice, with several alterations in the gut
immune system including increasing of innate lymphoid cell populations in the intestine, high
levels of IFN-y producing cells, and alterations in gut permeability (3). In humans, obesity
enhances jejunal inflammation, increases the density of macrophage, T cells (CD3+),
intraepithelial lymphocytes and mature dendritic cells (mDC), and induces higher expression of
pro-inflammatory cytokines (IFNy, IL13, TNFa), chemokines, and co-stimulatory factors in
lamina propria and in epithelial cells fractions. The increase of effector T cell populations in
intestinal mucosa of obese subjects is also associated with the impairment of insulin response

when compared with lean subjects (4).

The intestinal mucosa is the largest contact surface with the external environment (15) and the

immune cells that are lodged there face the challenge to tolerate the vast number of antigens
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that came from diet and from commensal microbiota, while generating protective immune
responses against intestinal pathogens and toxins (16). This dichotomic responses depends on
a fine immune homeostasis balance. Regulatory responses developed in the gut mucosal surface
leads to oral tolerance induced to dietary proteins and to microbiota as a physiologic
phenomenon, and it can be defined as an anti-inflammatory immune response to orally
administered specific antigens with local and systemic effects (17). It generates specific
suppression/regulation of immune responses to subsequent parenteral or subcutaneous
injections of the same and associated antigens (16,18-21). The main mechanisms involved in
the development of oral tolerance are the generation of tolerogenic dendritic cells (DCs) (24)
and the differentiation of Foxp3-expressing regulatory T cells (7,10,11, 12) that inhibit specific
cellular responses (16-20) and antibody production (23). Induced Foxp3+ CD4+ regulatory T cells
act via the production of inhibitory cytokines, such as IL-10 and TGF-B (CAO et al., 2007). The
population of induced regulatory T (iTreg) cells involved in the induction of oral tolerance are
heterogeneous and their generation depends on the cytokines and metabolites present in the
environment. IL-22 is also associated with gut barrier integrity, it regulates lipid and glucose

metabolism and contributes to mucosal immunity in diabetic mice (WANG, X. et al., 2014).

Failure in oral tolerance induction or the breakdown of existing tolerance mechanisms can result
in immunopathology such as inflammatory bowel diseases (IBD) and food allergy (24). Disturbs
of gut homeostasis can interfere in oral tolerance development and maintenance, since the
phenomenon depends on mucosal homeostasis and integrity (FARIA, A M.; WEINER, 1999;
WEINER et al., 2011). Effects of obesity and its comorbidities, such as glucose intolerance and
microbiota alterations, interfere in the gut immune response and cause the homeostasis
breakdown with increased gut permeability favoring bacteria, and bacteria products distribution

to blood stream (LUCK et al., 2015; THAISS et al., 2018)).

Food allergy affects about 5% of adults and 8% of children in westernized countries (SICHERER;

SAMPSON, 2015), and this number could be increased by the high obesity prevalence. It occurs
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as a consequence of the disruption in immunological tolerance to ingested food, resulting from
either IgE-mediated reactions or non—-IgE-mediated disorders, such as food protein-induced
enteropathy syndrome, food protein-induced proctocolitis syndrome and coeliac disease (RENZ
et al., 2018). Immediate hypersensitivity reactions occur through the cross-linking between the
IgE-FceRI complex by the allergen resulting in mast cells degranulation, release of lipid mediators
such as prostaglandins and leukotrienes, cytokines and chemokines, characterizing the initial
phase of the allergic reaction. Cytokines and chemokines released in the initial phase start the
late phase represented by the recruitment and activation of inflammatory cells, mainly

eosinophils and Th2 lymphocytes, in the sites of antigen sensitization (GOULD; SUTTON, 2008).

In this study we aimed to evaluate the effect of obesity and hyperglycemic in oral tolerance
induction. We showed that diet-induced obesity with hyperglycemia in mice was associated with
alterations in the gut immune system, impairment of oral tolerance induction and aggravation
of food allergy. Furthermore, we showed that obesity associated with type 2 diabetes (T2D) in
humans was correlated with higher serum IgE levels and increased markers of gut homeostasis
disruption. The understanding of the mechanisms involved in obesity and oral tolerance
imbalance will enable the development of novel approaches for oral tolerance-based therapies

and treatment for food allergy.

METHODS

MICE AND DIETETIC TREATMENT. Four-week-old male C57BL/6 mice (average initial weight 20g)
were maintained in the animal care facility of Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
under specific pathogen free (SPF) conditions. All mice were housed, had free access to filtered

water and food throughout the experiments according to the experimental protocols approved



104

by the Ethics Committee on Animal Care and Use (CEUA-UFMG, Brazil, protocol 335/2017) of

UFMG.

HIGHT SUGAR AND BUTTER DIET (HSB). Mice received during all experimental protocol either
AIN93G (28) diet as a control diet or hypercaloric diet, HSB, containing high amounts of sugar

and butter according to Table 1.

Table 1: Diet composition

Diets/ingredients AIN93G HSB
Casein 200 100
Corn starch 397,5 208,6
Sugar 100 232
Destrinized starch 132 0
Commercial butter without salt 0 189
Soy oil 70 70
Cellulose 50 50
Mineral mix 35 35
Vita,in mix 10 10
L-Metionine 3 3
Choline bitartarate 2,5 2,5
BHT 0,014 0,014
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Total (g) 1000 1000
Kcal/g 36,9 4,9
g of protein/g of body weight 0,04 0,04

Centesimal composition (%)

Carbohydrate 64 36
Proteins 20 16
Lipids 16 48

MEASUREMENT OF BODY WEIGHT AND METABOLIC PARAMETERS. All mice were regularly
weighed once a week during all experimental period. After 5 and 13 weeks, fasting blood glucose
was measured using a capillary glycosometer (Accu—Chek Performa). For glucose tolerance
tests, fasted mice received 2g of glucose per kg body weight (29). Blood was collected from the
tail vein and glucose was measured in mg/dL with glucometer and strips (Accu—Chek Performa)

15, 30, 60, and 90 min thereafter.

GUT PERMEABILITY. Gut permeability assay was performed after orally intragastric gavage of
0.1 mL of diethylenetriamine penta-acetic acid (DTPA) labeled with 99m-technetium
(99mTc).After 4 hours, the radio activity diffusion was measured in the blood using an
automated gamma counter (Perkin Elmer. Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter;
PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA). The obtained results were compared with the standard
dose and calculated as a percentage of the dose per gram of blood using the following equation:
%dose/g blood= (cpm of blood/cpm dose of standard) x100; where cpm represents the counts

of radioactivity per minute (30).
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ELISA ASSAY. Anti-OVA IgGlserum antibodywere determined by ELISAaccording to antibody
manufacture protocol and the anti-OVA-IgG1 (SouthernBiotech1070-05) titer were calculated as
described previous (31). Secreted IgA (slgA)was measured in the colon feces. The feceswere
collected and dilutedat 100mg/mL in phosphate-buffered saline (PBS), then centrifuged for 20
minutes, 4000RPM, at 4°C. The slgA concentration was measured inNunc Maxi Sorp 96-well
ELISA coated overnight with purified anti-mouse IgA mAb UNLB (1:10000) (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) diluted in sodium carbonate buffer, pH 9.6, at 4 °C. Plates were
washed with PBS containing 0.05% Tween 20 and blocked for 1h at room temperature with PBS
containing 0.25% casein. Plates were incubated for 1h at room temperature with samples. Then,
HRP anti-IgA mAb (Southern Biotechnology; 0.5mg/ml) wasaddedandplates incubated forlhat
37°C.The reaction was developed at room temperature with 100ul/well of 2,2’- azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS; Sigma, A1888- 5G) and H,0, substrate in sodium
citrate buffer. Reaction was interrupted by addition of 20ul/ well of SDS1%. Absorbance was
measured by an ELISA reader (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader) at 405 nm. Matched
antibodies pairs were used for measuring TGF-B, IL-10, IFN-y and TNF by ELISA (DuoSets, R&D

Systems) using each specific standard according to manufacturer’s protocol.

ANALYSIS OF IgA COATED BACTERIA. Feces from colon were collected and transferred to a
plastic tube where they were diluted in sterile phosphate-buffered saline (100 mg/mL).
Homogenateswere centrifugedfor 20 minutes, 4000 RPM, at 4°C. Supernatants were collected,
filtered through a 70um cell strainer, diluted (1:1000) in phosphate-buffered salineand
centrifuged at 8000g to precipitate bacteria. Pellets obtained were incubated with and without
FITC-labeled goat F(ab)2 anti-mouse IgA for 20min. Samples were analyzed by flow cytometry

(BD FACSCan™).
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CELL CULTURE PREPARATION. Mesenteric lymph nodes (mLN) and spleen were removed, cell
suspensions were prepared using a tissue homogenizer and were gently centrifuged. The spleen
red cells werelysed, and the suspension wascentrifuged to isolate leukocites. Isolated cells were
cultured at 1x108cells/mL in RPMI 1640 medium (Life Technologies) enriched with 2nM L-
glutamine, 50mM 2-mercaptoethanol, 100U/mL penicillin, 1ImM sodium pyruvate, 0.1mM non-
essential amino acids, 25mM HEPES, and 10% inactivated fetal bovine serum (SFB) and
stimulated with OVA (10pg/mL)for cytokine secretion analyses. Supernatants were collected

after 72h to measure IL-10, TNF, IFN-y and TGF- cytokines by ELISA.

FLOW CYTOMETRY ANALYSIS CELLS. Cells extracted frommesenteric lymph nodes (mLN),
lamina propria and spleenwere evaluated. The CD4 T lymphocytes, dendritic cells (DCs), innate
lymphoid cells (ILC) and intraepithelial lymphocytes (IEL) were identified. Cells were incubated
in polysterene tubes with anti-CD16/CD32 mAb to block Fc RII/Ill receptors and stained on ice
for 30min and for more 30 minutes at 4°C with live/died reaction. After, the cells were washed
and 20-30ul of conjugated fluorochromes antibodies mix was added and incubated for 40min at
4°Cfor surface molecules. For intracellular labeling of the Foxp3, GATA3, RORyt and T-bet
transcription factor, we used commercial fixation/permeabilization kit (e-Bioscience) and
samples were incubated for another 30minutes with Abs. After washing with PBS- BSA (0.5%
BSA), the samples were submitted toflow cytometer. Sampleswere acquired at FACSCanto Il or
FACSFortessa (BD Biosciences) coupled to computers with Diva software. Populations of interest
were delimited by size and granularity (Forward Scatter x Side Scatter), and 50.000 or 100.000

events were acquired for subsequent analysis using FlowJo software.

Fluorescent-dye-conjugated Abswere purchased from eBioscience (USA): Anti- RORyt, 12- 6988-

82, Pe (Q31-378); Anti- mouse CD3, 555276, PE-cy5 (17A2); Anti-mouse CD19, 15-0.193-82
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PerCP-Cy 5.5 (eBiol1D3 (1D3)). Rat anti- mouse CD11b, 550993; PerCP-Cy 5.5 (M1/70 (RUQ)).
Mouse anti-GATA 3, 580405, Pe-Cy7 (L50-823); Mouse anti-T-bet, 563318, BV421(04-46 (RUQO));
LIVE/DeadTM Fixable Aqua Stain Kit, L34957; Anti mouse CD11b; 47-0112-82, APC -eFluor780
(M1/70); Anti mouse MHCII I-Ad, 17-5323-80 APC
(AMS-32.1); anti-mouse CD11c, 49-0114-80, e-fluor 450 (N418); anti-mouse CD4, 11-0041-82,
FITC (GK1.5); anti mouse FOXP3,56-573-82 AF700 (FJK-16s); Anti mouse CD8b, 48-0083-80,
Efluor 450 (eBioH35-17.2); anti-CD45, 25-0451-82, PE/Cy 7 (30-F11); Anti-mouse T-bet, 644813,
APC (4B10); anti-FOXP3, 12-5773-82, Pe (FJK-16s); anti-CD11b, 47- 0112-82, APC (M1/70); anti-
mouse CD4, 17-0041-82, APC (GK1.5); LIVE/DeadTM Fixable Aqua Stain Kit, L34957 or Biolegend
Anti-mouse Anti-mouse CD45 103108, FITC (30-F11); Anti-mouse CD4, 116022, Alexa Fluor 700
(RM4-4); CD103 anti-mouse, 121419, FITC (2E7); anti-CX3CR1, 149006, Pe (SAO11F11); F4/80
anti- mouse, 123113, PE/Cy7 (BMS8); Anti-mouse CD4, 116015, PE/Cy7 (RM4-4); anti-mouse
TCRy/8, 118107, PE (GL3). Anti-mouse TCR B, 109227, PerCP-Cy 5.5 (H57-597); Anti-mouse

CD8a, 100712, APC (53-6.7).

MICROBIOTA ISOLATION OF FECAL CONTENT AND MICROBIOTA DNA FROM FECES. Feces were
extracted from the colon of control and HSB feeding mice. Fecal DNA samples were extracted
from fresh mouse fecal samples using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden,

Germany).

ORAL TOLERANCE INDUCTION. The antigen used was crystallized egg albumin ovalbumin (OVA)
grade V (Sigma-Aldrich Co.). Single feedings were performed by only intragastric administration
(gavage) of 10mg OVA in 0.2ml saline using a round-tip 18-gauge stainless animal feeding needle
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ). Control groups received either gavages of saline or bottles

containing water. Seven days after oral treatment mice were injected intraperitoneally (i.p.)
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with 10 pg OVA plus 3 mg of Al(OH)3 as adjuvant in 0.2 ml of saline. A booster with 10 pg Ova in
saline was given i.p. 14 days later and 7 days thereafter, mice were bled under anaesthesia from

the axilliary plexus and serumwas collected for antibody assays.

FOOD ALLERGY INDUCTION. Food allergy to OVA using the protocol previously described by
SALDANHA and collaborates (35). Mice were immunized intraperitoneally with 10ug OVA plus
1mg Al(OH)s in 0.2ml saline. A booster with 10ug OVA in 0.2ml saline was given 14days. After 7
days, mice were feeding daily with a 20% OVA solution for seven consecutive days. Mice weight

and OVA intake were measured daily.

ACTIVE CUTANEOUS ANAPHYLAXIS ASSAY. Mice were sensitized to OVA and challenged with
egg white solution in their drinking bottle for 7 days, the animals received an intradermal
injection (i.d) on the back-containing OVA (20ug) or PBS, followed by an intravenous at tail of
Evans Blue dye (1mg/ml). After 30min, the mice were euthanized and skin was removed for

visualization (36).

QUANTITATIVE RT-PCR. RNAs from jejunal were prepared using RNeasy Tissue kit (Qiagen) and
cDNAs were synthesized using SuperScript Il and random hexamers (Promega). Quantitative PCR
with SybrGreen was performed and relative quantification of each transcript in comparison to
18s was determined using the 2/(-Delta Delta Ct) method. All primer sequences are available

upon request.
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DETECTION OF SERUM IGE LEVELS. Serum IgE levels were measured by enzyme-linked
immunosorbentassay (ELISA) according to the manufacturer's protocols (IgE ELISA kits; cat. no.

BMS2097).

STATISTICAL ANALYSIS. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 software.
Differences between control lean and HSB at matching ages were analyzed by either Student’s
t-test or ANOVA and Tukey’s post test for the experiment on oral tolerance induction. The P-
value of less than 0.05 was considered significant. Human samples analyses were performed
with Kruskal-Wallis test and the data correlation was determined by Spearman. The P-value of

less than 0.05 was considered significant.

RESULTS

HSB-DIET INDUCED OBESITY DISTURB GUT HOMEOSTASIS IN MICE

Obesity is correlated with metabolic alterations and disruption of intestinal mucosa
homeostasis. To induce obesity we used the high sugar butter diet (HSB) previously validated by
our group (MAIOLI, 2015), which are more palatable and resembles better the fat and high
carbohydrate content of most of the industrialized food usually consumed by humans (KAU et

al., 2011).

The mice received HSB or control diet for 13 weeks. HSB-diet induced significant body weight
increase after 5 weeks compared to control mice (Fig. 1A), and this difference was more
significant after 13 weeks of consumption. Body weight increase was associated to higher
epididymal adipose index (Supplementary 1). Also was observed increase on glucose blood level

after 5 weeks of HSB diet consumption that became aggravated after 13 weeks, with fasting
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blood glucose levels compatible to type 2 diabetes (T2D) (Fig. 1B). HSB fed mice presented
glucose intolerance and insulin resistance comparing to control mice (Suplementar 02). Other
metabolic parameters such as triglycerides, total cholesterol, hepatic steatosis, and adipose
tissue hypertrophic were measured and analyzed to characterize metabolic syndrome

(Supplementary 3).

Effects of obesity and its comorbidities, such as glucose intolerance, increased blood FFA levels
and microbiota alterations, interfere in the gut immunity (LUCK et al., 2015). Previous study
showed a positive correlation between hyperglycemia and dysfunction of the gut barrier, such
as increased permeability (THAISS et al., 2018). Then, we decide to investigate the effects of
obesity in gut homeostasis disruption. Obese mice presented higher gut permeability to Tc-DTPA
compared to control mice (Fig. 1C). The secretory IgA (slgA) levels and IgA-coated bacteria
frequency was also increased in obese mice (Fig. 1D-F). Next, we observed increased numbers
of goblet cell in obese mice compared to control mice (Supplementary 4). In addition, HSB diet
increased intraepithelial lymphocytes TCRB+CD4+ and TCRB+CD4+CD8aa frequencies measured
by flow cytometry (Fig. 1G-H) and histo-pathology analysis (Supplementary 4). These cells
contribute to gut homeostasis and to maintain the gut epithelial barrier function (SHERIDAN;

LEFRANCOIS, 2010).

The immune response in the gut mucosa is compartmentalized. The drainage is individualized
for each part of the small intestine, and lymph nodes from duodenum and jejunum have critical
importance for oral tolerance development, presenting higher frequency of Foxp3+ Treg cells
and tolerogenic DCs comparing with distal mLN’s (ESTERHAZY et al., 2019). The analyzes of
obese mice mLNs showed lower frequency of regulatory T cells Foxp3* (Tregs) in duodenal and
jejunum lymph nodes when compared to control mice, and no difference were found in ileum,
ascendant colon and colon draining lymph nodes (Fig. 1I-J). The alterations found in the obese
mice gut characterize an inflammatory environment. Intestinal disorders with increased

inflammatory profile can result in alterations in the immune response to dietary antigens and
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microbiota (LUCK et al., 2015). So, the sum of these changes are associated with loss of intestinal

homeostasis and possibly contribute to the failure in oral tolerance induction to diet antigens.
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Figure 1: Diet-induced obesity results in the metabolites and gut mucosa alterations in obese

mice induced by diet. (A) Body weight measured over 13 weeks of treatment with a control diet

(AIN93G) and a diet containing high concentrations of butter and sugar (HSB); (B) Fasting blood

glucose; (C) Plasma concentration of °mTc-DTPA. (D) sIgA concentrations in feces. (E) IgA
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coated-bacteria from colon. (F) Representative plots from flow cytometer. (G) Phenotypic
characterization of IELs in the small intestine. (H) Representative plots from IELs TCR af; (1) IEL
frequency. (J) Representative plots of frequencies of Tregs CD4" Foxp3* Treg cells from mLN
(duodenal, jejunal, ileum and colon). (L) CD4*Foxp3* tregs. (*) represents the difference (p <0.05)

between groups measured by Student t test. N=5, experiment representative of three.

OBESITY IMPAIRS ORAL TOLERANCE INDUCTION IN MICE

Disturbs of gut homeostasis can interfere in oral tolerance development and maintenance, since
the phenomenon depends on mucosal homeostasis and integrity (FARIA, A M.; WEINER, 1999;
WEINER et al., 2011). Oral tolerance is a physiological phenomenon that contributes to prevent
pathological conditions to food protein and commensal microbiota, inhibiting responses that
could cause damage, such as hypersensitivity reactions, lymphocyte proliferation, and antibody
formation (FARIA, A. M. C.; WEINER, 2006). Given the importance of gut mucosa homeostasis to
oral tolerance development, we decided to evaluate whether obese mice were refractory to the
oral tolerance induction. Orally administered antigens to promote subsequent tolerogenic
immune responses, acts locally and systemically, and can attenuate inflammatory and harmful
immune responses (EBBO et al., 2017; CHUN et al., 2019; CAO et al., 2007). When orally treated
with 10mg/OVA and immunized i.p 7 days later with Al(OH);, lean mice presented lower levels
anti-ova IgG1 and total IgE. However, obese mice were resistant to oral tolerance development
as shown by their high levels of specific serum IgG1 and total IgE after previous OVA treatment
(Fig. 1A-C). To measure also the specific cellularimmune response, spleen and mesenteric lymph
nodes cells were stimulated in vitro with OVA. We observed increased IFN-y levels in the
supernatant of cells from spleen and mLN’s of obese OVA fed mice (Fig. 1D and 1G), while TFG-
B levels were increased only in lean OVA fed mice (Fig. 1E). We also evaluated the frequency of

Foxp3+ cells in mLN’s, an important site to OT development. OVA treated lean mice had
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increased frequency of regulatory T cells CD4*Foxp3* compared to immunized mice, but no
differences were found in the frequency of CD4+Foxp3+ cells between obese mice orally treated
with OVA and only immunized mice (Fig. 2I-J). The role of regulatory T cells has been established
as the main mechanism for oral tolerance induction. Thus, these data suggest that obesity has
deleterious effect on OT induction due to a reduced suppression of specific anti-OVA IgG1 and
total IgE and also by low TGF-B levels, high levels of IFN-gamma production, and failure in Treg

induction in the mLN.



115

A
Diet treatment HSB or AIN93G
Time (weeks) 0 13th Q%% & 17t
X
l A & 0 &
N N N
o ) OQ Q}Qo
| 1 1 1
| | | |
Time (days) 0 7 21 28
B C
6- *kk 25-
[ (¢] 20
(=] E - - *k
2907 % EE 1
Sa e w 2, i—
5O 2 2 &% i
> 5 i u
0 0 =
Saline OVA Saline OVA Saline OVA Saline OVA
CTL HSB CTL HSB
D
E
6001 * 401
" *
301
4004 T T o

IFNy (pg/mL)
Spleen
TGFp (ng/mL)
Spleen
S

200-‘?‘ ”_JIL ‘SIDZ—J&
5] = LE i

Saline OVA Saline OVA Saline OVA Saline OVA
CTL HSB CTL HSB
*
F 304 X G 251 .
T =
= 20+
2 : T
s §-15) % =
25| 3 g (4 £z &
E‘%m- r g " 107
E i 8 9
& X5
[]
0
Saline OVA Saline OVA Saline OVA Saline OVA
CTL HSB CTL HSB

Figure 2: Diet induced obesity induced causes disturbance OT induction to orally administered antigen.
(A) Experimental design for OT induction. Mice received either AIN93G or HBS diet for 13 weeks. Then,
the received an intragastric injection with 10mg of OVA. After 7 days, mice received an i.p injection

containing 10ug of OVA in 1mg/ml of Al(OH);, and 14 days after, mice received 10ug of OVA as a booster.
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All experiments were procedure 7 days after the last i.p. injection. (B) Serum levels of anti-OVA IgG1 from
C57BL/6 animals treated with OVA or saline via oral (gavage) measures by ELISA. The results are expressed
as arithmetic mean + deviation from the sum of the OD of the serial dilutions (O.D. SUM); (C) Serum levels
of total IgE measured by ELISA. (D-F) Cytokines present in the cell supernatant. Results represent the
concentration of IFN-y, TGF-B in the supernatant of cells stimulated with OVA. (G) Frequency of CD4
+FoxP3+ Treg cells in mLN after OT induction analyzed by flow cytometry. (H) Representative plots.
Graphics are representative of an individual experiment, performed at least 3 times. Each symbol

indicates an individual mouse (n = 3 to 5). (*) indicates p <0.05 analyzed by Two-way ANOVA.

THE HYPERGLYCEMIA TREATMENT RESCUE ORAL TOLERANCE INDUCTION IN MICE

Our group showed that non-obese diabetic mice (NOD) that spontaneously develop type 1
diabetes (T1D), were refractory to oral tolerance induction (MIRANDA; OLIVEIRA; TORRES;
AGUIAR; PINHEIRO-ROSA,; et al., 2019). Also, Thaiss et al, 2018 showed that hyperglycemia, not
obesity is the cause of mucosal inflammation and gut permeability (THAISS et al., 2018).
Similarlly, type 2 diabetes (T2D) developed by obese mice is associated with high glucose levels
after 13 weeks of HSB-diet consumption and increased gut permeability. So, we decide to verify
whether the failure in oral tolerance induction was due to obesity itself, or by hyperglycemia.
To this end, after mice became obese, we treated then with the glycaemia modulator Metformin
(1g/L) for 28 days (Fig. 3A), until when obese mice presented fasting glucose similar than control
(Fig 3B). HSB-diet fed mice lost weight with treatment, but still different when compared to lean
mice (Fig 3C). Metformin treated obese mice recovered the gut permeability and were similar
to control lean mice (Fig.:3D). Metformin-treated obese mice that received OVA by gavage,
resulted in oral tolerance induction, as measured by reduced levels of anti-OVA IgG1, and
improved the gut permeability (Fig 3E). Suggesting that control of hyperglycemia is determinant

for intestinal permeability and oral tolerance induction than obesity itself.
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Figure 3: Hyperglycemia treatment with metformin restored oral tolerance induction in obese mice. (A)
Experimental design for the obesity induction with HSB diet followed by Metformin (1g/kg of mice)
treatment for 21 days in bottle of water, and the oral tolerance induction protocol. (B) Body weight
measured during 21 weeks of treatment with Metformin. (C) Fasting blood glucose concentration. (D)
Intestinal permeability determined by measuring the diffusion of radioactivity in the blood after the oral
administration of diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) labelled with technetium-99m (99mTc).
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metformin treated - HSB+MET mice after oral tolerance induction measured by ELISA. Graphics are



118

representative of an individual experiment, performed at least 3 times. Each symbol indicates an

individual mouse (n = 3 to 5). (*) indicates p <0.05 analyzed by Two-way ANOVA.

OBESITY AGRAVATES FOOD ALERGY IN MICE OBESE

Obesity is an inflammatory state that may be associated with increased risk for food allergy
(JULIA; MACIA; DOMBROWICZ, 2015; DOURADO et al., 2011). Oral immunotherapy has been
studied route of immunotherapy with low dose and time-dependent increase in the frequency
of treatment success (VICKERY et al., 2013). In addition, when oral tolerance induction failure or
the oral tolerance breakdown to a specific antigen, also culminates in food allergy. In this sense,
we evaluated whether obese mice where more susceptible to food allergy. To check this, we
first immunized mice via intraperitoneal with 10ug OVA plus 1mg Al(OH); and then, mice were
orally challenge with a 20% OVA solution for seven consecutive days (Fig. 4A) (SALDANHA et al.,
2004). The allergic control lean mice drank less OVA solution, had increased levels of IgG1-anti
OVA and Igk, however they did not lose weight or got expressive passive cutaneous anaphylaxis
(Fig. 4). However, allergic obese mice drank less OVA solution (Fig. 4B), and lost 10% of body
weight (Fig. 4C). Also, they had increased levels of IgG1-anti-OVA (Fig. 4D), even higher the lean
mice and their IgE level where high after drink OVA solution without the immunization (Fig. 4E).
The magnitude of passive cutaneous anaphylaxis in obese allergic mice where more intense than
in lean allergic mice (Fig.4F). So, these data suggest that oral tolerance is impaired in obese

animals, and this may contribute to the increased severity of food allergy.
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10ug Ova and Al(OH)s-mediated immunity. Secondary sensitization was induced with s.c. injection of 10ug

soluble Ova 14 days after the primary sensitization. Seven days after the secondary sensitization (i.e., on

week 17™), the bottle containing tap water was replaced with gauze filtered 20% OVA solution in water

for seven days. This solution contains about 10mg OVA/ml. The following control groups (saline) were

studied in parallel for comparison: non-sensitized or sensitized mice were given tap water throughout the

experimental procedure. (B). Ingestion of ovalbumin solution measured every day. (C). % Weight variation

of mice up to 21 days after the first sensitization with OVA (D-E). Anti-OVA IgG1 and total IgE levels of

mice sensitized with OVA. (H) OVA-specific IgE antibodies undirected measured by active cutaneous

anaphylaxis assay. Graphics are representative of an individual experiment, performed at least 3 times.
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Each symbol indicates an individual mouse (n = 3 to 5). (letters) indicates p <0.05 analyzed by Two-way

ANOVA.

HYPERGLYCEMIA ASSOCIATED WITH OBESITY IS CORRELATED WITH HIGH IGE LEVELS AND GUT ALTERATIONS IN

HUMANS

After observing the break in oral tolerance and the severity of food allergy in obese mice. We
decided to investigate whether IgE levels correlates with hyperglycemia and obesity in humans.
The development of food allergy, which is defined as an adverse immunological
(hypersensitivity) response to food and can be IgE dependent (GOULD; SUTTON, 2008). The high
IgE levels from plasma reflect overall allergic predisposition (SAMPSON et al., 2018). Previous
studies have shown a positive correlation between obesity and allergic symptoms with higher
levels of IgE in obese children and adults (ANVARI et al., 2019; WEINER, H. L., 1994). Also, a cross-
sectional study conducted among 8856 adults in China showed that pre-diabetetic individuals

presented positive correlation between high glucose levels and IgE (WANG, H. et al., 2017).

First, we compared the IgE serum concentration between obese people and obese people with
high glucose blood levels (T2D), the results showed higher IgE serum level in people with obesity
and T2D (Fig. 5A). Than, we analyzed multiple serum parameters (Suplementary 5) between
obese and obese with T2D and we found that IgE serum concentration had positive correlation
with glycohemoglobin and fasting glucose in individuals with T2D (Fig 5B). These data suggests

that high blood glucose concentration in obese individuals is associated with serum IgE.

In addition, we evaluated gene expression for proteins related to homeostasis in jejunum
biopsis, and also we compered obese people without alterations in glucose metabolism, to
obese with T2D. Among the genes, we identified down-regulation of IL-22, IL-10, Foxp3, ZO-1

and claudin 2, and up- regulation of IL-33 and IL-5 in obese people with T2D (Fig. 5C). So,
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together these data suggest that similar to results observed in mice, obesity associated with high

blood glucose levels, may be correlated high IgE levels and gut homeostasis disruption.
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Figure 5: Hyperglycemia associated with obesity is correlated with high IgE levels and gut alterations in
humans. (A) IgE plasma concentration measured by ELISA. (B and C) Correlation matrix and average
correlations IgE levels with biochemistry parameters in the serum of 100 obese patients. (D) Heat map
showing RNA expression of jejunum biopsis from individuals from obese patients without glucose

metabolism alterations (OB) and obese with glucose intolerance (T2D).

DISCUSSION

In the present study, we observed that mice with diet-induced obesity showed
metabolic and immunological changes such as adipose tissue hypertrophy, hyperglycemia,

dyslipidemia, increased intestinal permeability, increased number of goblet cells and
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intraepithelial lymphocytes, and decreased regulatory cells in lymph nodes duodenal and jejunal
These changes, taken as a whole, suggest that diet-induced obesity has repercussions on the
intestinal mucosa, undermining important factors in protecting the epithelial barrier and in local
regulatory activities. We further show that the attempt to induce oral tolerance in obese mice
failed when the antigen was administered by gavage. This demonstrates that the susceptibility

to the induction of mechanisms responsible for oral tolerance is reduced in the face of obesity.

Oral tolerance can be understood as a physiological mechanism of immunoregulatory reactivity
to antigens present in the diet and microbiota, triggered in the intestinal mucosa, but with
systemic repercussions as it involves the control of the cellular and humoral response in other
sites of the body specific to the antigen in question (WEINER et al., 2011). Thus, the induction of
oral tolerance depends on conditions in the intestinal mucosa (Treg cells, tolerogenic dendritic
cells and cytokines, for example) and is also an important mechanism for maintaining immune

homeostasis in a location constantly challenged by contact with antigens.

To try to understand what resulted in the failure of oral tolerance induction, pertinent
alterations in obesity such as hyperglycemia and intestinal dysbiosis were considered. Thus, we
show that the treatment of hyperglycemia with Metformin and the treatment with antibiotics,
which in turn, improved blood glucose and permeability, can favor the development of oral

tolerance in obese animals.

On the other hand, the breakdown of oral tolerance can result in the development of
inflammatory bowel problems, such as food allergies. Thus, we also show that food allergy is
more severe in obese mice when compared to lean animals. Considering the results presented
in mice, it was investigated whether these findings could be translated to humans. For this,
clinical and biochemical parameters were considered, as well as the correlation of these factors
with the serum levels of IgE, an antibody involved in allergic responses. First, we observed that

obese individuals with type 2 diabetes mellitus have higher serum levels of IgE than those
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individuals with obesity and without hyperglycemia. Thus, a positive correlation was identified
between the levels of fasting glucose, glycated hemoglobin and serum IgE in obese individuals.
In addition to important changes in gene expression in the jejunal mucosa such as reduced

expression of FOXP3 and IL-10 genes in obese individuals with diabetes.

Obesity causes a low-rate chronic inflammation that can trigger metabolic dysfunctions
and alterations in the immune response contributing to increased inflammatory process in the
gut mucosa and also susceptibility to allergic diseases (LUCK et al., 2015). In the present study
we have shown that obesity induced by HSB diet induced obesity, metabolic syndrome,
hyperglicemia, dyslipidemia and non-alcoholic hepatic steatosis. High glucose levels predisposes
to the generation of glycated products, pancreatic toxicity, and macrovascular and
microvascular complications affecting vital organs and increasing the risk of infection as well as

the mortality (BACKHED et al., 2004; KAU et al., 2011; BUTLER; BTAICHE; ALANIZ, 2005).

Hyperglycemia, and not the excess of weight, can also interfere in the gut homeostasis
and in the gut epithelial integrity (THAISS et al., 2018), inducing increased permeability and
alterations in the gut microbiota. The increased intestinal permeability induced by
hyperglycemia leads to abnormal influx of microbial products culminating in their systemic
dissemination. The effects of obesity induced by HSB diet had a similar impact in the gut
homeostasis as showed by the increased number of goblet cells, of frequency of intraepithelial
lymphocytes and of production of secretory IgA, as well as by the reduction in the frequency of
Treg cells in duodenal and jejunal lymph nodes. Taken together, these alterations suggest that

obesity disrupts the gut epithelial barrier and local immunological activities.

As shown in previous studies, IEL numbers are higher in obese individuals with or
without diabetes when compared to eutrophic people (MONTEIRO-SEPULVEDA et al., 2015).
IELs display characteristics of innate and adaptive immunity (CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA,

2011) and seem to provide immediate immune protection to avoid the dissemination of
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pathogens. Dietary and microbiota metabolites are important stimuli for IELs activity, as their
frequencies are reduced in the absence of intact dietary proteins (DA SILVA MENEZES et al.,
2003) and in germ-free mice, suggesting they require signals from the lumen for proliferation
and function. Besides their physiologic role in gut homeostasis, IELs can mediate cytotoxic
activity inducing inflammatory disorders, like celiac disease and inflammatory bowel disease.
Infections by pathogenic bacteria or protozoa also induce responses from IELs, changing quickly
its motility and movement pattern between intestinal epithelial cells (HOYTEMA VAN
KONIJNENBURG et al., 2017; SIEGMUND; LEHR; FANTUZZI, 2002). The increased frequencies of
IEL in obesity may correlate with the increased intestinal permeability that favours contact and

stimulation by luminal antigens.

We also observed increased levels of SIgA and higher frequency of IgA-coated bacteria
in obese mice. The impact of obesity in IgA production is still unclear. Human studies showed
that obese individuals have elevated levels of serum IgA, but the raise in IgA levels is also
associated with infections by pathogenic bacteria or LDL oxidation in these individuals (VEHKALA
et al., 2013; CONG, Y. et al., 2009). Although slgA perform a role in host resistance to infections,
specific-pathogen-free (SPF) mice present abundant concentrations of SIgA, while germ-free
mice didn’t, suggesting that the role of IgA is to maintain the balance between the host and its
microbiota (CONG, Y. et al., 2009). In this context, the increase in sIgA levels and IgA-coated
bacteria in the obese mice may be associated with alterations in intestinal microbiota. As soon
as obese IgA-/- mice presented higher bacterial count than the obese wild type mice (LUCK et
al., 2019). Thus, these results suggest that, in diet-induced obesity, IgA responds to the increased
load of pathogenic and potentially penetrating microbial species in the intestine. On the other
hand, bacteria present in the commensal microbiota that support homeostasis can be less

available due to increase in high affinity IgA binding.

The gut homeostasis is due to also to the balance between regulatory and inflammatory

cells. The population of iTreg cells from gut mucosa is involved in the regulatory mechanisms,
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and their function depends on the cytokines and metabolites present in the environment.
Esterhazy et al, evaluated the gut-draining lymph nodes (gLNs) cell profile and observed a
reduced frequency of Foxp3+ cells from duodenal MLN to colon MLN (ESTERHAZY et al., 2019).
Thus, duodenal lymph nodes have more tolerogenic characteristics with a higher concentration
of ALDH2, RA and iTregs when compared to more distal lymph nodes. Our finding showed that
in obese mice there is reduced Tregs frequency in the duodenal and jejunal MLN, when

compared with control lean mice.

Taking together the gut alteration we have observed in obese mice, we asked whether
oral tolerance induction would be induced. We observed that the oral administration of the
antigen was not able to induce oral tolerance in mice fed HSB diet, as verified by maintenance
of high levels of anti-OVA IgG1 and total Igk, compared with obese treated with saline. The
specific IgG1 inhibition is a very sensible way to measure the susceptibility to oral tolerance
induction, since this immunoglobulin isotype is the hardest to inhibit by orally administration
antigens (OLIVEIRA et al., 2015; CANESSO et al., 2018). This demonstrates that the mechanisms
involved in the susceptibility for oral tolerance induction is decreased in obese mice. Thus, the
failure to induce oral tolerance may might have occurred due to changes in homeostasis in the
intestinal mucosa and in the cell profile that are important for the development of oral tolerance
or due to the low functionality of the Treg cells in suppressing the immune response. Treg cells
might regulate tolerance to dietary antigens by inhibiting effector T cell responses, suppression
of mast cell and innate lymphoid cell 2 (ILC2) activation (STEPHEN-VICTOR; CRESTANI; CHATILA,

2020).

Among the crucial mechanisms for oral tolerance induction are the production of TGF-
B and IL-10 cytokines by specific induced T cells in mucosa through oral administration of
antigens (MENGEL et al., 1995; SPEZIALI et al., 2018; VAZ et al., 1997; LUCK et al., 2019). Mucida
and collaborators showed that the failure in the development of iTregs and the blocking of the

action of TGF-B compromises oral tolerance development (MUCIDA et al., 2005). Mice with diet-
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induced obesity did not present increased TGF-B in the cells supernatants upon orally OVA
administration, neither IL-10. Thus, the failure of lymphoid organ cells in obese mice to induce
an increase in the concentration of TGF-f may also be an important aspect of the difficulty to
induce oral tolerance in obese mice. Finally, while in mice fed AIN93G diet had reduced IFN-y
concentration in cell supernatant after orally received, the obese mice presented increase IFN-
y concentration in the cell culture supernatant of both the spleen and MLNs. The high
concentration of IFN-y has deleterious effects on intestinal barriers, inducing the reduction or
dissociation of intestinal junction proteins such as ZO-1 and occludins (BEAUREPAIRE; SMYTH;
MCKAY, 2009). In mice with diet-induced obesity there is change in the immune cells populations
in intestinal lamina propria to an inflammatory pattern characterized by reduction of FOXP3+
Treg cells, increase of Thl cells and IFN-y producing TCD8+ cells (WINER et al., 2016). At this
sense, our results are in agreement with this previous one, and it is also a reason for oral

tolerance induction failure.

Our group reported that alterations in the intestinal mucosa of non-obese diabetic
(NOD) mice that present spontaneously development of type 1 diabetes, precedes
hyperglycemia. The study described that NOD mice presented dysbiosis, reduced levels of
mucus production and altered frequencies of dendritic cells and Tregs in the mesenteric lymph
nodes. These early alterations in gut components detected in NOD mice resulted in fail to oral
tolerance induction (MIRANDA; OLIVEIRA; TORRES; AGUIAR; PINHEIRO-ROSA; et al., 2019;
SORINI et al., 2019). As, we have found similar results on CD4+FoxP3+ Treg cells frequencies,
that were reduced in duodenum and jejunum draining lymph nodes in obese mice, we asked
whether hyperglycemia could interfere with the induction of oral tolerance. To do this treated
obese mice with a drug (Metformin) that is able to decrease blood glucose levels.. After the
treatment, obese mice presented glucose levels lower than 200mg/dL, improved gut
permeability and developed oral tolerance. These results suggest that hyperglycemia, more than

weigh excess could impact gut homeostasis. The impact of high glucose concentrations affect
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intestinal epithelial cells potentially resulting in alterations of gut barrier function, increased gut
permeability, risk for enteric infection and dysbiosis (14). In humans, the presence of metabolic
syndrome may favor the worsening of infections in the intestinal mucosa in patients suffering
with obesity and diabetes mellitus (MULLER et al., 2005). Therefore, suggest that hyperglycemia
is the metabolic implication for gut health and to oral tolerance induction. This may provide a
mechanistic basis for a variety of seemingly unrelated inflammatory bowel diseases and food

allergies associated with obesity (BELKAID, 2015; BEAUREPAIRE; SMYTH; MCKAY, 2009).

Extrinsic environmental and lifestyle factors can contribute to development of allergies
and breaking tolerance state (BELKAID, 2015). In this scenario, failure in oral tolerance induction
associated with metabolic alterations and changes the immune cell profile, may be correlated
with increased food allergy development and severity in individuals with obesity associated with
hyperglycemia. In the presence of food allergy and hyperglycemia there is increased intestinal
permeability which favor higher contact with dietary antigens and commensal microbiota with
intestinal immune cells, improving pathological inflammation (SCHACHTER; PEAT; SALOME,

2003; THAISS et al., 2018).

In order to clarify the relation between oral tolerance breakdowns in obesity with food
allergy severity, obese mice were previously immunized, and post orally challenged with OVA, a
protocol for food allergy experimental model. We observed a more pronounced weight loss and
vascular permeability in allergic obese mice, suggesting a more severe allergy reaction in obese
mice compared with lean control mice. There was no difference in IgE levels, it is important to
highlight those obese mice without any stimulus already present high total-IgE levels, suggesting

that obesity induce IgE secretion, also before immunization.

IgE is @ common diagnostic measure in clinical practice for the diagnosis of allergies and
can be influenced by a series of modifiable and non-modifiable factors, including sex, age,

smoking and alcoholism (BARBEE et al., 1981). Furthermore, increased total serum IgE
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concentrations have also been reported in a number of non-allergic diseases in humans (GALLI;
TSAIl, 2016). Previous studies have shown a positive correlation between obesity, allergic
symptoms and high serum IgE levels in children and adults (HUANG; SHIAO; CHOU, 1999; JULIA;
MACIA; DOMBROWICZ, 2015; VISNESS et al., 2009; WANG, H. et al., 2017). In addition, another
study conducted with 8,856 adults in China showed that pre-diabetic individuals had a positive
correlation between high levels of fasting glucose and IgE (WANG, H. et al., 2017). In this
scenario, increased serum IgE concentrations may be correlated with obesity and

hyperglycemia.

To try to translate our findings in mice with the clinic, we assessed whether there was
any correlation between IgE production with obesity and hyperglycemia. For this purpose,
serum IgE was measured in a cohort of obese individuals, segregated between obese individuals
and obese with DM2. The results showed higher levels of total IgE in obese patients with DM2
when compared to obese patients without diabetes. This results showed an association between

a possible break in tolerance and hyperglycemia.

Metabolic syndrome has been associated with increased IgE in the Korean population
(KIM et al., 2018). In this population, serum IgE concentration was also associated with
components of the metabolic syndrome, such as central obesity, hyperglycemia, hypertension
and serum triglycerides. In contrast, HDL cholesterol levels were negatively associated with IgE
(KIM et al., 2018). Likewise, it has been shown to increase serum IgE in patients with diabetes
and prediabetes compared to normoglycemic individuals (WANG, Z. et al., 2013). Thus, after
analyzing the correlation of serum IgE with other parameters, metabolic and clinical, we also
identified a positive association between plasma IgE and factors such as glycated hemoglobin,

lepitin and triglycerides.

Considering leptin as a factor that could explain this association between IgE and

metabolism, it is known that this hormone can act on T cells by decreasing the signaling for the
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proliferation of Foxp3+CD4+CD25+ cells in humans (TALEB et al., 2007). In human cells, Foxp3+
expression was significantly increased when lymphocyte cultures received anti-leptin antibody
after stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 (DE ROSA et al., 2007). Another study showed
that mice with experimental asthma induced by OVA, which also received leptin, increased
plasma concentrations of total IgE and asthma severity (SHORE et al., 2005). These data together
suggest that leptin may be the link that correlates obesity with IgE and consequently with

increased susceptibility to allergies.

In addition to the association of plasma IgE with metabolic variables, the expression of
genes associated with intestinal homeostasis in jejunal biopsies of obese patients with no
changes in glucose metabolism was also evaluated, compared to obese patients with glucose
intolerance and/or DM2. The selected genes are predominantly involved in metabolic pathways,
immune response and maintenance of the epithelial barrier (DALMAS et al., 2014, FARIA, A. M.

C.; WEINER, 2005).

The results found showed that mRNA expression for IL-10, IL22, Foxp3, claudin and ZO1
were reduced in obese individuals with DM2, compared to obese individuals without DM2.
Importantly, these genes are important for the expression of proteins responsible for
maintaining intestinal integrity and for inducing oral tolerance. The main mechanisms
underlying the actions of Foxp3 cells include the production of inhibitory cytokines such as IL-10
and TGF-B (CAO et al., 2007). On the other hand, IL-22 is associated with the integrity of the
intestinal barrier, regulates lipid and glucose metabolism, and contributes to mucosal immunity
in diabetic mice (WANG, X. et al., 2014). In a healthy intestine, the regulated environment is
observed to constantly produce proteins from tight junctions, such as ZO-1 and claudin 2, which
are essential for intestinal integrity. Down regulation expression of these genes in obese humans
suggests changes in intestinal homeostasis with a possible break in immune tolerance and in the

balance of the intestinal immune response.
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In addition, mRNA expression for the cytokines IL-33 and IL-5 up regulation in the
jejunum of obese patients with DM2 when compared to obese individuals. IL-33 has been
identified as a mediator of inflammatory diseases such as asthma, cardiovascular and allergic
diseases. Furthermore, it is produced by intestinal epithelial cells upon damage, acting as an
alarmin (LIEW; GIRARD; TURNQUIST, 2016). Interleukin 5 (IL-5), behave on activation,
differentiation and growth of eosinophils at sites of inflammation. In allergic conditions,
eosinophils mature under the influence of IL-5 and modulate immune reactions (E KALI S.
THOMAS, 2017). Together, these data suggest that, similarly to the findings in mice, obesity

associated with hyperglycemia may be favoring the occurrence of allergy.

Diet-induced obesity is able to break intestinal homeostasis, and this break in
homeostasis makes it difficult to induce oral tolerance and increases susceptibility to food
allergy. Resistance to developing oral tolerance is more related to hyperglycemia rather than
being overweight. Obese humans with DM2 have increased IgE production and may be more
susceptible to the development of IgE-mediated allergic symptoms. Therefore, obesity leads to

resistance to the development of oral tolerance and increased susceptibility to allergies.
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Supplementary 1: The consumption of HSB diet induces weight gain and adipose tissue

hypertrophy. C57BL/6 mice were fed for 13 weeks with either AIN93G (control - CTL) or HSB
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(experimental) diet. At the end of this period, the animals were sacrificed and the epididymal
adipose tissue was isolated for evaluation of the adiposity index, expressed by the epididymal
adipose tissue weight / body weight (A). Weight in grams of epididymal adipose tissue (B). On
the left of Figure C is the panel representing the epididymal adipose tissue of mice treated with
AIN93G diet and the right panel of animals treated with HSB diet. The arrow indicates the cellular
infiltrate of the adipose tissue of the obese animals. (D) An adipocyte area performed using a
100um scale bar, evaluated in 10 fields per animal (CTL, n = 10, HSB, n = 10). (E) Calculation of
the number of adipocytes in the epididymal adipose tissue. Bars represent values (mean + SD)
of a group (n = 10). * p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001 represent the statistically significant

difference between the groups measured by the Student t test.
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Supplementary 2: Consumption of the HSB diet resulted in changes in the glucose response in
mice. Fasting blood glucose levels in the fifth and thirteenth weeks of treatment with the
AIN93G (control - CTL) or HSB (experimental) diets were evaluated. (A) Oral glucose tolerance
test was performed and blood glucose was measured at times 0, 15, 30, 60 and 90 minutes after

glucose administration (B); and the area under the curve (AUC) was calculated; (C) Area under
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the curve of serum glucose concentration versus time (glucose tolerance test). (D) Insulin
tolerance test was performed using NPH insulin at a concentration of 0.75Ul/Kg of weight, blood
glucose was measured at times 0, 15, 30, 45 and 60min. (E) Area under the curve obtained in
the insulin tolerance test. Bars represent values (mean + SD) from a group (n = 7 or 8). (*)
represents the statistically significant difference between groups measured by Student's t test

(*p<0.05 **p<0.01).
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Supplementary 3: Consumption of the HSB diet causes dyslipidemia in obese mice. Serum
levels of (A) total cholesterol and (B) serum triglycerides were evaluated by enzymatic assay in
the thirteenth week of treatment with diet AIN93G or HSB (Control-CTL) or HSB (obese — HSB).

Liver histology was obtained after 13 weeks of diet consumption, animals were euthanized and
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liver fragments were removed for histological evaluation after staining with H&E (C). Bars
represent values (mean = SD) of a group (n = 7). (*) represents the statistically significant

difference between groups measured by Student's t test (*p<0.05 **p<0.01).
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Supplementary 4: Intraepithelial lymphocyte frequencies and mucus production are increased
in mice treated with HSB diet. (A) Measurement of the length of small intestine villi of mice
treated for 13 weeks with diet AIN93G (control - CTL) or HSB (experimental). Five villi were
selected per histological section in 10 different sections, with a total of 50 villi per animal, results
expressed as mean + standard deviation (n=10); (B) Frequency of intraepithelial lymphocytes in
the duodenum of mice treated with AIN93G or HSB diet. The number was defined by counting
IELs among the enterocytes of the duodenum of mice considering an interval of 500 enterocytes
(n=10 animals per group). Count made after H&E staining at 20x magnification; (C) Graphic
representation of the pixel intensity measure representative of the area stained by PSA To
establish this value, the measures of all cells stained in 6 random fields per animal with 10x

magnification were considered (n= 10 animals per group) ; (D) Representative histological image
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of the colon showing the location of the goblet cells. The right panel represents the animals of
the AIN93G group and the left HSB group. The bars represent the mean + standard deviation of
the values obtained for each mouse in the group. (*) represents the statistically significant

difference between groups measured by

Student's t test (*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001).

_ 39,8 (9,45) 25-57 52,5 (11,21) 28-70
_ 76,7% (23) 63,3% (19)
_ 43,9+ 6,464 42,347,39
_ 4,77+0,3538° 9,86+1,62°
_ 5,17+ 0,84° 8,06+1,19°
_ 2,89+ 1,532 8,75+7,19°
_ 4,93+1,92 3,29+1,16
_ 4,68+1,02 4,53+1,17
_ 1,27+0,5 2,09+0,74
_ 333,3+47,74° 978,4+238,8

Table 3: Clinical and biological parameters of the study cohort. Data are expressed as mean
+ SD. Statistical analysis performed using the Kruskal-Wallis test. Different letters (a, b) show

statistical significance (P < 0.05).



