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RESUMO

A tolerancia imunoldgica € um dos fendmenos pelos quais o organismo consegue
tolerar autoantigenos ao invés de reagir de forma inflamatéria contra eles. A
tolerancia oral (TO) € um mecanismo analogo a autotolerancia e é definida como a
supressdo de respostas imunes humorais e celulares contra antigenos especificos,
gerada pela administracdo prévia desses antigenos por via oral. A TO tem um
grande potencial terapéutico para doencas inflamatorias intestinais,
hipersensibilidades alimentares e doencas autoimunes, porém ainda existem
algumas dificuldades para sua implementacdo na pratica clinica tais como doses
ideiais e reducdo da sua eficacia apdés a sensibilizacdo. Para resolver essas
dificuldades, € importante encontrarmos protocolos otimizados para
potencializarmos a inducdo de TO pela acdo de agentes adjuvantes como a
Lactococcus lactis. O efeito adjuvante da L. lactis NCDO2118 na inibicdo de
doencas inflamatdrias tem sido estudado em alguns modelos pelo nosso grupo de
pesquisa e por colaboradores, como encefalomielite autoimune experimental (EAE),
artrite, colite e mesmo na inflamacéao induzida pela infecgéo por Leishmania quando
esta bactéria € administrada juntamente com a proteina HSP65 e em modelo de
GVHD quando ela é administrada juntamente com um aloantigeno. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os componentes da L.lactis envolvidos no efeito
adjuvante da administracdo de L. lactis associada a ovalbumina (OVA) na inducéo
de tolerancia oral em camundongos C57BL/6. Usamos um protocolo subotimo de
TO. Camundongos que ingeriram OVA associada a L. lactis NCDO2118 por via oral
apresentaram niveis mais baixos de IgGl e IgE anti-OVA no soro; frequéncia
aumentada de células dendriticas tolerogénicas (CD11¢c'CD11b'CD103%), de
macrdfagos residentes CX3CR1", de células Treg (CD4'LAPY) e de ILC2 na mucosa
intestinal e nos linfonodos mesentéricos (MLNs) proximais. Observamos alteracdo
no perfil da microbiota e de seus metabdlitos produzidos no lumen intestinal,
principalmente um aumento na producdo de lactato, um acido organico produzido
em grande quantidade pela L. lactis. Sinergicamente houve um aumento na
expressao de receptores de lactato no intestino, tais como GPR31 e principalmente
GPR81 que, quando inibido por seu antagonista, gerou perda da TO. Em modelo de

alergia alimentar a OVA, a L. lactis reduziu o numero de eosinéfilos melhorando



parametros inflamatorios da doenca. Concluimos que a L. lactis NCDO2118
desencadeou modulacdo da microbiota intestinal e mecanismos imunes inatos que
melhoram a inducdo de TO a OVA, o que a torna essa bactéria um excelente

adjuvante desse fendbmeno.

Palavras-chave: Tolerancia imunoldgica. Lactococcus lactis



ABSTRACT

Immunological tolerance is one of the phenomena by which the body can tolerate
self-antigens instead of inducing inflammatory responses against them. Oral
tolerance (OT) is a mechanism analogous to self-tolerance and it is defined as the
suppression of humoral and cellular immune responses against specific antigens,
generated by the previous oral administration of these antigens. OT is an
advantageous therapy in inflammatory bowel diseases, food hypersensitivity and
autoimmune diseases, but there are still some difficulties in implementing OT in
clinical practice such as optimal doses and reduction in efficacy after sensitization.
Therefore, it is important to find optimized protocols to enhance OT induction using
adjuvant agents such as Lactococcus lactis. The adjuvant effect of L. lactis
NCDO2118 has been studied in some models by our research group and
collaborators, such as experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), arthritis,
colitis and the inflammatory reaction induced by Leishmania infection, administered
together with the HSP65 protein and in a GVHD model, administered together with
an alloantigen. The aim of the present study was to identify the components of
L.lactis involved in its adjuvant effect in the induction of oral tolerance in C57BL/6
mice. We used a suboptimal OT protocol. Mice that ingested OVA associated with L.
lactis NCDO2118 orally had lower levels of anti-OVA IgG1 and IgE serum; increased
frequency of tolerogenic dendritic cells (CD11c*CD11b'CD103%), of CX3CR1*
resident macrophages, of Treg cells (CD4'LAP") and of ILC2 in the intestinal mucosa
and in the proximal mesenteric lymph nodes (MLNs). We observed changes in the
profile of the microbiota and its metabolites produced in the intestinal lumen,
especially an increase in lactate, an organic acid produced in large quantities by L.
lactis. Synergistically, there was an increase in the expression of lactate receptors in
the intestine, such as GPR31 and especially GPR81, which when inhibited by its
antagonist, generated a loss of OT. In a food allergy model to OVA, L. lactis reduced
the number of eosinophils improving the inflammatory parameters of the disease. We
conclude that compoonents of L. lactis NCDO2118 such as lactate triggered
microbiota modulation and innate immune mechanisms that improve induction of OT

to OVA, which makes it an excellent adjuvant for this phenomenon.

Keywords: Immune tolerance. Lactococcus lactis.
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1. INTRODUGCAO
1.1- Toleranciaimunoldgica e Tolerancia Oral

A tolerancia imunolégica € um dos fendmenos criticos para a homeostase do
organismo jA no inicio da vida. A partir dela, o organismo consegue tolerar
autoantigenos ao invés de reagir de forma inflamatéria contra eles. A tolerancia
imunologica tem sido definida como um mecanismo pelo qual o sistema imune
previne a autoreatividade patologica contra o self, impedindo assim a autoimunidade
(Rezende & Weiner, 2017). Os mecanismos envolvidos na geragdo da tolerancia
imunolégica dependem dos 6rgéos linfoides primarios, como o timo. O timo é o
orgao linfoide primario para geracdo de células T. Os mecanismos de tolerancia no
timo asseguram que as células T autorreativas sejam eliminadas ou se tornem
células T com propriedades reguladoras antes de migrarem para a periferia. A
tolerancia timica acontece por dois mecanismos: (1) Selecdo positiva, que €
mediada pelas células epiteliais do cortex do timo (cCTECSs) que selecionam timdcitos
expressando receptor de células T (TCR) que possuem afinidade intermediaria para
o complexo MHCII- peptideo expresso na superficie das cTECs. (2) Selecéo
negativa, mediada por células apresentadoras de antigeno (APCs) residentes na
juncéo cortico-medular do timo (células epiteliais medulares e células dendriticas -
CDs) que iniciam a morte celular programada de timocitos que expressam TCRs
com alta afinidade por autoantigenos, removendo essas células da populacdo de
células T naive que irdo migrar para tecidos linfoides periféricos (Handel et al.,
2018).

A selecao timica € importante para se estabelecer tolerancia a autoantigenos
e a quebra dessa tolerancia imunolégica pode desencadear doencas autoimunes
como diabetes tipo 1, esclerose multipla, artrite dentre outras.

Um outro mecanismo, analogo a auto-tolerancia, é reponsavel pela tolerancia
a diversos antigenos que entram em contato por via oral, como o0s antigenos da
dieta e da microbiota, e € conhecido como Tolerancia Oral (TO) (Ana M C Faria &
Weiner, 2005).

A TO é definida como a supresséo de respostas imunes humorais e celulares
contra antigenos especificos, gerada pela administracdo prévia destes antigenos por
via oral (Ana M.C. Faria & Weiner, 2006; Ana M C Faria & Weiner, 2005). Esse

fendbmeno ja foi bem descrito tanto para animais experimentais quanto para
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humanos (Andrade et al., 2006; Mestecky et al., 1996; Round et al., 2010; Vaz et al.,
1977)

O nome “tolerancia” foi proposto em 1953 por Peter Medawar que demonstrou
em modelo experimental de transplantacdo que a injecdo de células de
camundongos de uma linhagem em embrides de outra linhagem de camundongos
durante a gestacéo era capaz de evitar a rejeicao de transplantes de pele alogénicos
entre essas linhagens (Bilingham et al.,, 1953). Mais tarde, esse termo foi
incorporado por Burnet (Burnet, 1959) em sua classica Teoria de Selecdo Clonal. O
conceito de tolerancia de Burnet envolvia trés suposicdes basicas, onde (i) a funcéo
primaria do sistema imune seria proteger o organismo de patdégenos ou de
componentes ndo proprios; (i) para realizar esta funcéo, a resposta imune deveria
ser uma resposta inflamatdria; e (iii) a tolerancia seria uma resposta negativa do
sistema imune devido a exclusdo de "clones proibidos" auto reativos durante o
periodo embrionaria e perinatal.

Nos anos 70, ficou claro que a tolerancia natural aos autocomponentes era
um fenbmeno mais complexo. Esse fenébmeno foi caracterizado como um evento
imunoldégico que envolvia a acdo supressora de linfécitos Treguladores (Treg)
(A.M.C. Faria & Weiner, 1999). Estudos derivados desta nova abordagem
demonstraram que a tolerancia é um processo ativo que depende da atividade de
Treg auto-reativos capazes de suprimir os linfocitos T efetores na periferia (Cohen &
Young, 1991; Sakaguchi, 2004). Em analogia a essa reatividade nao inflamatéria
natural do sistema imune contra componentes proprios, 0 nome “tolerancia oral” foi
cunhado para a tolerancia a antigenos que acessam 0 COrpo por via oral, por serem
reconhecidos como préprio (Vaz et al., 1977). Apesar disso, somente na década de
80 é que surgiram os primeiros estudos clinicos que usaram modelos animais de
doencas autoimunes mostrando o potencial uso clinico da via oral para inibir
doencas inflamatérias.

Assim, a tolerancia oral é classicamente definida como a supressao
especifica de células e / ou respostas imunes humorais a um antigeno por
administracdo prévia desse antigeno por via oral (Vaz et al., 1977).
Presumivelmente, evoluiu como um analogo da autotolerancia para prevenir reacdes
de hipersensibilidade a proteinas alimentares e antigenos bacterianos comensais

presentes na mucosa intestinal.
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Experimentalmente, a TO é realizada por meio da administracdo de um
antigeno alvo, via oral, seguido da administracdo desse antigeno por via nao
fisiolégica. Animais tolerantes apresentam um estado de hiporresponsividade
inflamato6ria humoral e celular, o que ndo € observado em animais que nao sao
previamente tratados com o antigeno pela via oral (Ana M C Faria & Weiner, 2005;
Weiner et al., 2011)

A falha em estabelecer a tolerancia oral ou a quebra de um estado de
tolerancia ja existente pode provocar a inducao de reacdes de hipersensibilidade aos
antigenos da dieta ou da microbiota e desencadear alergias alimentares e doencas
inflamatorias intestinais (Saurer & Mueller, 2009).

A TO é gerada principalmente por inducdo de células Treg, produtoras de
citocinas anti-inflamatorias, como TGF-f3 e IL-10 (Ana M C Faria & Weiner, 2005). Os
efeitos locais e sistémicos das células Treg previnem reacdes de hipersensibilidade
danosas aos antigenos inofensivos originados do intestino, por isso tais células sao
cruciais para a homeostase imune (O. Pabst & Mowat, 2012). Além disto, as células
Treg induzidas pela administracdo oral de antigenos induzem tolerancia sistémica e
sdo capazes de inibir respostas imunes em todo o corpo. Varios antigenos alvo em
doencas autoimunes ja foram testados por via oral e a sua ingestao se mostrou-se
muito eficaz na prevencdo de modelos experimentais de encefalomielite autoimune
experimental, artrite, colite, uveite, tireoidite, entre outras (Ana M.C. Faria & Weiner,
2006).

Dessa forma, € importante estudar maneiras eficazes que favorecam a

tolerancia prevenindo doencas causadas pela quebra da homeostase tecidual.

1.2- Mecanismos imunoldgicos da TO na mucosa intestinal

A mucosa intestinal representa a maior area do organismo de contato com o
meio ambiente e possui 32mz2 (Helander & Fandriks, 2014). Trata-se de uma Unica
camada de células epiteliais absortivas fazendo a interface entre o lmen (ambiente
externo) e a lamina propria (LP) (ambiente interno). Dessa perspectiva, pode-se
dizer que a anatomia da mucosa intestinal ndo é propicia para que ela atue como
uma barreira estrita, mas sim para funcionar como interface de forma a permitir a
absorcdo de nutrientes e concomitantemente abrigar trilndes de microorganismos

comensais (Mucida et al., 2009; Weiner et al., 2011). A mucosa intestinal representa
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a maior superficie de contato com o meio externo e € a rota priméria pela qual nés
somos expostos a antigenos diariamente (Weiner et al.,, 2011). Sob condi¢des
fisiolégicas a microbiota e os antigenos alimentares sdo fontes naturais de
estimulacdo do GALT (Tecido Linféide Associado ao Intestino) (Ana Maria Caetano
Faria et al., 2013). O GALT é composto pelas placas de Peyer (PP), pelos foliculos
linfoides isolados e o apéndice. Juntos, 0 GALT, os linfocitos intra-epiteliais (IELS) e
os linfocitos da LP (Mowat, 2003) representam o maior 6rgdo linféide do corpo.
Associado ao GALT, uma cadeia de linfonodos mesentéricos (MLN) drena os varios
segmentos do intestino delgado e grosso funcionando como sitio de migracao,
diferenciacéo e expansao de linfécitos ativados na mucosa intestinal (P Brandtzaeg,
2009; Esterhdazy et al., 2019). Essas estruturas sao essenciais para o
reconhecimento imune de antigenos do limen sendo que os MLN s&o essenciais
para o desenvolvimento da TO (Spahn et al., 2002; Worbs et al., 2006).

E estimado que um individuo adulto ingere aproximadamente 30Kg de
proteinas por ano provenientes da dieta e, destas, 130 a 190g sdo absorvidas
diariamente no intestino. Além disso, 0 nUmero de bactérias que colonizam o trato
gastrointestinal pode chegar até 102 no célon sendo uma fonte adicional de
estimulacdo antigénica. (Mowat, 2003; Rezende & Weiner, 2017). O contato do
GALT com esses antigenos € crucial para a maturacdo do sistema imune,
desenvolvimento da TO e para a manutencdo da homeostase (da Silva Menezes et
al., 2003). Portanto, a TO € uma forma de tolerancia periférica a agentes externos
gue ganham acesso ao corpo via uma rota natural oral e que sdo reconhecidos
como parte do self.

A inducdo de tolerancia as bactérias comensais e as proteinas da dieta
representa 0 maior evento imunolégico que acontece no intestino em condi¢cdes
fisiologicas. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a
hiporresponsividade a antigenos alimentares. Baixas doses de antigenos
administrados oralmente ativam a supressdo através da geracdo de células T
reguladoras (Treg), enquanto que altas doses podem desencadear anergia ou
delecéo clonal (Weiner et al., 2011). Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de
ovalbumina (OVA) em protocolos de TO em camundongos € um metodo eficiente
para verificar seus efeitos homeostaticos na mucosa intestinal, com a reducdo de

imunoglobulinas (lgs) anti-OVA no soro, geracdo de células Treg e producdo de
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citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B no intestino e nos 6rgdos linfoides
drenantes (R. P. Oliveira et al., 2015).

Além disso, sabemos também que o numero de plasmaocitos secretores de Igs
presentes no intestino excede, em inUmeras vezes, 0 niumero encontrado nos outros
orgédos linfoides juntos (Shevach, 2009). Entdo, esse contato antigénico iniciado na
mucosa intestinal tem importante impacto na ativacdo do sistema imune e
desenvolvimento de TO (Rezende & Weiner, 2017).

Esta claro que a captacdo e apresentacdo de antigenos pelas células
dendriticas (CDs) presentes na LP do intestino é importante para o desenvolvimento
de tolerancia a antigenos sollveis no intestino delgado. As células dendriticas que
expressam CD103 sdo fundamentais para a TO, pois possuem a habilidade de
produzir acido retindico, um metabdlito gerado a partir da oxidacdo de vitamina A
proveniente da dieta (Kelsall, 2008). Tal funcdo se deve a capacidade das CDs
CD103" de expressar enzimas responsaveis pelo metabolismo da vitamina A, como
a ALDH, gue oxida vitamina A em retinaldeido, e a RALDH, que oxida o retinaldeido
em acido retindico. A capacidade de produzir acido retindico juntamente com a
citocina TGF- torna essa populacdo de CDs capaz de induzir a diferenciacdo de
Treg CD4" Foxp3® (forkhead box P3), células que irdo iniciar o processo de
tolerancia oral (Coombes et al., 2007; Mucida & Cheroutre, 2007; Scott et al., 2011).
A citocina TGF-B € secretada principalmente pelas CDs CD103" expressando mRNA
para tgfbl bem como o tissue plasminogen activator e o latent TGF- binding protein
3, que sdo capazes de ativar o TGF-B latente. As CDs CD103" migram para 0s
linfonodos mesentéricos de maneira dependente de CCR7, induzem a diferenciacdo
de células Treg CD4'Foxp3® que expressam moléculas direcionadoras da sua
migracao para a mucosas, como o receptor de quimiciona CCR9 e a integrina a4§37,
estimulados pela presenca de acido retindico. Estas Treg se tornam capazes de
migrar para a LP, onde elas se expandem sob influéncia de macrofagos residentes
CX3CR1" produtores de IL-10 e outras células produtoras de IL-10 e TGF-B,
auxiliando no fendbmeno da tolerancia oral (Mazzini et al., 2014). Macréfagos
residentes CX3CR1" absorvem antigenos luminais solGveis e podem transferir esses
antigenos para células dendriticas CD103" (Mazzini et al., 2014; Takada et al., 2010)
gue migram para 0os MLNs, onde apresentam antigenos para células T naive. A

producdo de &cido retindico e TGF-B pelas DCs CD103" também permite a elas
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conduzir a producédo de IgA pelas células B (Mucida & Cheroutre, 2007; Scott et al.,
2011).

Dentre as células Treg CD4'Foxp3*, as Treg naturais derivadas no timo
(nTreg) sdo abundantes tanto na mucosa intestinal quanto em outros o6rgaos
linféides. Essas células sdo importantes para controlar com eficiéncia a reatividade
aos autocomponentes, evitando a instaura¢do de doencas autoimunes, porém nao
sdo essenciais para a inducdo de tolerancia oral. Verificou-se que camundongos
duplo transgénicos OVA-HA que possuem linfécitos T reativos a OVA e linfécitos B
reativos a hemaglutinina, ndo sdo capazes de produzir nTregs, mas sao capazes de
desenvolver TO a OVA. Esses camundongos duplo transgénicos OVA-HA,
geneticamente deficientes em Foxp3 e deficientes em produzir iTregs, ndo foram
capazes de desenvolver TO a OVA (Curotto de Lafaille et al., 2008). Isso indica que
as Tregs induzidas (iTregs) pela periferia que expressam Foxp3, sdo necessarias
para a inducdo de tolerancia oral, mas ndo as nTregs (Mucida et al.,, 2005), que
podem ser distinguidas pela expressdo da molécula de Neuropilina (Shevach &
Thornton, 2014; Weiss et al., 2012).

A populagéo de iTregs envolvida na inducéo de tolerancia oral € heterogénea.
Além das iTregs classicas CD4'CD25'Foxp3”*, outro subtipo de Treg que é
abundante na mucosa intestinal é a CD4'LAP*, que expressa o latency-associated
peptide (LAP), chamado TGF-B de membrana (Oida & Weiner, 2010). Essas células
exercem seu papel supressor de maneira dependente de TGF- (Ochi et al., 2006) e
a neutralizacdo delas por administragéo intravenosa do anticorpo anti-LAP impede a
indugdo de tolerdncia oral em modelos murinos de encefalomielite autoimune
experimental (EAE) (Da cunha et al., 2015; Rezende et al., 2013) e artrite (Gusmao-
Silva et al., 2020).

Foi proposto que o mecanismo principal desencadeado pela acdo das iTregs
é a producao de citocinas inibitorias, como IL-10, TGF-B e IL-35 (Cao et al., 2007,
Ana M.C. Faria & Weiner, 2006). No entanto, o papel do anti-inflamatério das
citocinas na tolerancia oral € uma questdo de debate. Sabemos que IL-10 é uma
citocina critica para a homeostase intestinal ja que camundongos geneticamente
deficientes para IL-10 desenvolvem colite espontanea. Porém esses animais podem
se tornar tolerantes por meio de protocolos otimizados de TO (Gomes-Santos et al.,
2012; Rizzo et al., 1999). Ja a citocina TGF € crucial para a diferenciacdo de iTreg,

que possui papel importante na TO (Edwards et al., 2014).
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Sabemos que os mecanismos que ocorrem nos linfonodos mesentéricos sédo
cruciais para o desenvolvimento de TO (Figura 1). Um estudo demonstrou que a
remocao ciruargica dos linfonodos mesentéricos prejudicou a inducéo de TO (Worbs
et al., 2006). Outro estudo demonstrou que camundongos deficientes em CCR7, um
receptor essencial para migracao celular do intestino para os linfonodos, falham em
desenvolver TO (Forster et al., 2008).

Recentemente, foi descrito que a cadeia de MLN é dividida em linfonodos
gue drenam cada parte do intestino e orquestram as respostas imunes diferenciadas
aos antigenos luminais. Esses linfonodos sao imunologicamente distintos e
suportam diferentes respostas imunoldgicas, dependendo do segmento intestinal
gue eles drenam (Esterhazy et al., 2019; Houston et al., 2016). Essa descoberta
gerou a classificacao dos linfonodos especificos que drenam cada compartimento do
intestino: duodeno, jejuno, ileo e célon. Os MLN que drenam regides proximais do
intestino, como o duodeno e o0 jejuno, locais onde ocorrem a absorgcéo e
processamento dos alimentos, estdo mais relacionados ao desenvolvimento da TO
(Esterhazy et al., 2019). Tais linfonodos proximais possuem maior frequéncia de
CDs tolerogénicas CD103'CD11b" e de Treg Foxp3® apds a administracdo de
antigeno oral. Por outro lado, os linfonodos que drenam regides distais do intestino,
ileo e colon, onde a maior parte da microbiota intestinal esta localizada, abriga altas
frequéncias de células dendriticas pré-inflamatérias, linfécitos Thl7 efetores e
células relacionadas ao RAR-related orphan receptor gamma t (RORyt) apds desafio
de antigeno no ileo. Logo, concluimos que o local de ocorréncia das respostas mais
importantes para indu¢ao de TO se concentra nos linfonodos proximais, enquanto 0s

linfonodos distais favorecem as respostas pro-inflamatorias (Esterhazy et al., 2019).
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Figura 1. Mecanismos de inducdo de TO. O contato com antigenos da dieta
diminui gradativamente da parte proximal para a parte distal o intestino, enquanto o
namero de bactérias aumentam nos segmentos distais. Linfonodos que drenam
cada segmento do intestino sdo imunologicamente distintos e adaptados as regides
que drenam. Linfonodos duodenais possuem altas frequéncias de Treg Foxp3" e
DCs tolerogénicas quando comparados com linfonodos distais. DCs derivadas da LP
e linfonodos proximais produzem grandes quantidades de acido retindico e TGF-f3,
que durante a interacdo com células T, induzem a expressao de CCR9 e 047,
convertendo linfocitos T naive em iTreg Foxp3®, enquanto suprime a diferenciacéo
Th17. Por outro lado, linfonodos distais abrigam altas frequéncias de células Thl7 e
iTreg RORYT". A captacdo do antigeno ocorre por meio de uma variedade de
mecanismos, incluindo o transporte dos antigenos através das células M em placas
de peyer, por DCs que capturam antigenos, ou apés a transferéncia de antigeno por
macréfagos CX3CR1 que captam antigenos luminais. CCR7"'CD103" DCs s&o mais
eficientes em induzir iTregs e tolerancia ap6s serem carregadas de antigeno e
migrarem para MLN. A presenca de TGFB induz Tregs LAP" por agdo da integrina
avB8. Tregs medeiam a supressao pela producédo de citocinas inibitérias, como IL-10
e TGF-B. A produgao de IL-10 por macréfagos CX3CR1 residentes contribui para
expandir iTregs FOXP3" na LP. Antigenos da microbiota comensal também podem
ser transportados por DCs para os MLN para induzir iTregs. Além disso, SIgA
secretada pelas células plasméaticas e presente no muco blogueia a adesdo de
bactérias comensais e patdgenos para o epitélio intestinal; também neutraliza

toxinas e lipopolissacarideos bacterianos que penetram no epitélio (Pinheiro-Rosa et
al., 2021).

Portanto, a captacdo de antigenos pelas CDs e pelos macrofagos residentes
CX3CR1" no GALT, a migracdo de CDs para os linfonodos mesentéricos e a
inducéo de células Treg com a participacdo de citocinas antiinflamatorias parecem

ser etapas fundamentais durante as quais a TO é induzida (Mazzini et al., 2014; O.
Pabst & Mowat, 2012).
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As Innate lymphoid cells (ILCs) também s&o conhecidas por participarem da
imunidade protetora e da regulacdo da homeostase e da inflamacgédo. Sdo células
semelhantes a linfécitos, porém ndo expressam receptores de diversidade
antigénica ou fazem rearranjo génico como linfécitos B ou T. Essas células séo
abundantes na mucosa intestinal (LP) e supde-se que participem no
desenvolvimento da TO, condicionando o meio intestinal a um perfil tolerogénico. As
ILC1s expressam o fator de transcricdo T-bet, produzem IFN-y e TNF e sao ativadas
por IL-12 derivada de células dendriticas (Vivier et al., 2018).

As ILC2s expressam GATA-3 e tém um papel critico nas respostas alérgicas
e anti-helminticas mas também secretam anfiregulina, uma molécula envolvida na
reparacao de tecidos (Arpaia et al., 2015). Um estudo demonstrou o papel da ILC2
em resposta ao succinato, um acido organico presente no intestino, o qual gerou
remodelamento tecidual ao estimular stem cells (Schneider et al., 2018).

As ILC3s expressam RORyt" e secretam IL-22, uma citocina importante para
a homeostase da mucosa, e GM-CSF, um fator que promove a producdo de
moléculas como acido retindico e IL-10 por DCs tolerogénicas (Mortha et al., 2014).
No entanto, em condi¢des patologicas, essas mesmas células podem ter efeitos pro-
inflamatorios. Estudos demonstram que GM-CSF derivado de ILC3 pode promover
colite (Song et al., 2015) e IL-22 e IL-17 derivadas de ILC3 agravam IBD em
humanos (Zeng et al., 2019). Portanto, parece que as citocinas derivadas de ILC sdo
importantes na regulacdo da tolerancia e inflamacéo e mais estudos precisam ser

feitos para entender melhor seu papel na tolerancia oral (Pinheiro-Rosa et al., 2021).

1.3- Microbiota intestinal e tolerancia

A colonizacdo microbiana no intestino dos mamiferos comeca logo apés o
nascimento, e esse fendbmeno €& essencial para a maturacdo de estruturas
associadas ao GALT, como MLN, PP e foliculos linfoides isolados (Maynard et al.,
2012). Ao longo do trato gastro intestinal a concentracdo de microorganismos
comensais aumenta progressivamente, chegando a atingir até 1 trilhdo de bactérias
na regiao do colon (Mowat, 2018).

A microbiota tem um papel importante em modular fungdes imunes, e
respostas inflamatérias. E descrito que camundongos germ free possuem o sistema

imune imaturo e 6rgéos linfoides pouco desenvolvidos, como o timo (Ostman et al.,
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2006). Assim também, um sistema imune bem modulado permite que a microbiota
resida no intestino, sem ser detectada como potencial patégeno. Isso ocorre devido
a tolerancia fisiolégica que permite ao sistema imune reconhecer o conteudo
microbiano intestinal como self (Mowat, 2018).

Se alguns desses microrganismos escapassem do lumen intestinal e
entrassem em contato com outras partes do corpo, eles se tornariam altamente
patogénicos. Por isso, existe uma imunidade protetora que impede que aconteca o
acesso da microbiota ao sistema imunoldgico sistémico. Isso acontece por meio de
barreiras fisicas como a camada de muco intestinal, a camada epitelial mantida
pelas Tight Junctions e defesas inatas que também protegem o epitélio intestinal (O.
Pabst & Mowat, 2012).

Foi descrito que grande quantidade de anticorpos IgA secretores (SIgA)
presentes no intestino sdo direcionados principalmente para as bactérias que
compdem a microbiota (Crabbé et al., 1968). Foi entdo sugerido que o papel da SIgA
era prevenir o acesso de bactérias comensais ao corpo, e estudos subsequentes
demonstraram que uma proporcao substancial de bactérias comensais no célon séao
revestidas com IgA (Per Brandtzaeg, 1998; Van Der Waaij et al., 1996). Na década
de 90, Fiona Powrie e outros demonstraram que o sistema imune normal também
continha células T efetoras que poderiam reconhecer a microbiota (Powrie et al.,
1993), mas que 0s microorganismos comensais sdo mantidos sob controle pelas
células Treg, que atuam por meio da producéo de IL-10 (Asseman et al., 1999) ou
TGFB (Li et al.,, 2007) no lumen. Essas citocinas previnem o desenvolvimento de
doencas inflamatérias intestinais, como a colite expontanea desenvolvida em
camundongos IL-10 knockout (Gomes-Santos et al., 2012). Sabemos entdo que as
respostas imunes a microbiota sdo concentradas na mucosa intestinal e envolvem a
geracdo de células Treg e a producédo de SIgA.

Um mecanismo importante da microbiota € seu papel na producdo de acidos
graxos de cadeia curta (SCFAs) como acetato, propionato e butirato, além de ser
capaz de produzir também outros acidos organicos como lactato (Rios-Covian et al.,
2016).

Naturalmente, a microbiota comensal mantém uma concentracdo local de
10mM de lactato e a proporcao de 60:20:20mM de acetato, propionato e butirato

respectivamente (Errea et al., 2016; Iraporda et al., 2015).
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Os SCFAs séo acidos graxos volateis produzidos no colon pela microbiota
através da fermentagcdo de componentes alimentares ndo digeridos no intestino
delgado. Eles sao caracterizados por conter menos de 6 carbonos em conformacgéao
reta de cadeia ramificada e por seu efeito modulador do ambiente intestinal e
sistémico (Macfarlane & Macfarlane, 2012). Os SCFAs reduzem o pH intestinal,
prevenindo a sobrevivéncia de microorganismos patogénicos e aumentando a
absorcdo de nutrientes. Eles também tém a funcdo de aumentar a producédo de
mucina, melhorar as integridades das tight junctions e atuar na biossintese e no
metabolismo de lipidios (Peng et al., 2009).

Os SCFAs e o lactato sé@o os principais metabdlitos da fermentacéo intestinal
de bactérias anaerdbias e se ligam a receptores acoplados a proteina G, GPRs
(GPR43, GPR41, GPR81 e GPR31) em leucdcitos e em células epiteliais. A ligacao
dos SCFA produzidos por essas bactérias aos receptores GPR43 é capaz de
modular a microbiota intestinal e mediar efeitos anti-inflamatorios locais e sistémicos
protegendo contra a colite, artrite, asma e gota experimentais (Maslowski et al.,
2009; Vieira et al., 2015). Um papel importantissimo do butirato e do propionato &
inibir histonas desacetilases, gerando aumento na expresséo do fator de transcricao
foxp3, estimulando a producio de Treg FOXP3" (Arpaia et al., 2013). No intestino, os
SCFA também estimulam a secrecdo de SIgA, a diferenciacdo de linfcitos
intraepiteliais e a producdo de IL-10 por macréfagos residentes no célon (Smole et
al., 2017). Sinergicamente, o lactato inibe a producéo de citocinas pro-inflamatorias
em células mieldides e epiteliais e exibe um papel regulador crucial na mucosa
intestinal através do seu receptor GPR81 (Iraporda et al., 2015). Camundongos
GPR81 knockout apresentam uma mucosa colénica mais inflamada e sao mais
susceptiveis em modelo de colite por DSS (Ranganathan et al., 2018). Outro estudo
demonstrou que a presenca de GPR31 nos macréfagos residentes CX3CR1”
aumentou a captacdo de antigenos no lumen por seus dendritos (Morita et al.,
2019). E descrito o papel do lactato de forma local em experimentos in vitro com
organoides Lgr5+, demonstrando seu efeito direto nas células tronco intestinais
(Stem cells) e na modulacdo epitelial intestinal (Y. S. Lee et al.,, 2018). Esses
trabalhos sugerem um papel importante dos acidos organicos na homeostase
intestinal e no equilibrio da microbiota. Portanto SCFAs possuem papel regulador na
mucosa intestinal ndo so6 por estimular a geracdo de Treg, mas também por modular

células inatas como macrofagos e DCs.
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Sabemos que a producdo de SCFAs e lactato dependem do perfil da dieta e
das espécies microbianas presentes no lumen. Portanto, a presenca de disbiose,
definida como disturbios na composicdo da microbiota intestinal, pode levar a
alteracdo da producdo de &acidos organicos e a perda de elementos chave na
manutencdo do equilibrio da homeostase intestinal com repercussdes sistémicas
gue podem influenciar na quebra da tolerancia. Por outro lado, a administracao de
probidticos é promissor em modular o perfil microbiano e a concentracdo de
metabdlitos produzidos no lumen, impedindo que ocorra a disbiose e

consequentemente contribuindo para a manutencao da tolerancia sistémica.

1.4- Ainducéo de tolerancia como alternativa terapéutica

Sob circunstancias patologicas, a homeostase intestinal e a TO sao
quebradas, resultando em condi¢cdes inflamatérias como a hipersensibilidade
alimentar e doencgas inflamatorias intestinais. O numero de casos de alergias em
criancas cresceu 18% na ultima década. Ao mesmo tempo, a prevaléncia de
doencas inflamatérias intestinais crénicas como a doenca de Crohn ou a colite
ulcerativa tem aumentado em varias regides como Estados Unidos, Europa, Asia e
América Latina. Essas doencas desencadeadas pela quebra da tolerancia precisam
de alternativas terapéuticas para melhorar sobrevivéncia e qualidade de vida desses
individuos (A.M.C. Faria et al., 2012).

Protocolos de TO a antigenos especificos tém sido utilizados em modelos
experimentais para prevencdo da reatividade e da autoreatividade. A TO pode ser
usada como ferramenta terapéutica em condi¢cdes autoimunes e a justificativa para
seu uso é que ela fornece um tipo de supressédo especifica evitando os efeitos
colaterais da imunossupressao ndo especifica, como em terapias medicamentosas
imunomoduladoras, por exemplo. Suas vantagens incluem a geragado eficiente e
sistémica de Treg sem efeitos colaterais, além de ser um modelo de facil
administracao (Figura 2).

Em modelos de artrite, colite, aterosclerose e diabetes, a ingestdo de
autoantigenos via oral previne as manifestacdes clinicas e imunes da doenca. Além
da vantagem da utilizacdo de antigenos alvo especificos ja conhecidos em varias
doencas autoimunes, por exemplo, a supressao cruzada de um evento inflamatorio
através de um antigeno administrado via oral ndo relacionado ao antigeno alvo

fornece um caminho que contorna a necessidade de um antigeno especifico para a
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inducdo de TO. Foi observado que a inducdo de células reguladoras através da
ingestdo oral de um antigeno (Ag) pode suprimir respostas imunes estimuladas por
outros diferentes antigenos. Isso resolveu o maior problema conceitual na escolha
do Ag especifico ou na terapia para doencas autoimunes, as quais 0 autoantigeno é
desconhecido ou apresentam reatividade a multiplos autoantigenos no tecido alvo.
Células reguladoras induzidas por antigenos orais (como € o caso da proteina
HSP65) secretam citocinas néo especificas que suprimem inflamacdo no
microambiente aonde o Ag alimentado é localizado. Entdo, para doencas
inflamatoérias 6rgdo especificas ndo é necessario conhecer o Ag especifico que
origina a doenga, mas somente alimentar o individuo com Ag capazes de induzir
células reguladoras, que migram para o tecido alvo e suprimem a inflamacao (Ana

M.C. Faria & Weiner, 2006).
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Figura 2. Efeitos mucosos e sistémicos da TO. Nos linfonodos proximais,
diferentes tipos de iTregs (CD4+Foxp3+, CD4+LAP+, Trl) se diferenciam e
adquirem receptores de homing, como 0437 e CCR9/CCR10, que os ajudam a
migrar de volta para a LP da mucosa intestinal, onde se expandem e funcionam
como reguladores da homeostase intestinal. As iTregs expressam 0s receptores de
homing da mucosa (047) e os receptores de quimiocinas apo0s a ativacao, e migram
através do sistema linfatico eferente para o ducto toracico e posteriormente para a
circulacdo sanguinea para tecidos inflamados por todo o corpo (Pinheiro-Rosa et al.,
2021).
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A TO induzida para a ovalbumina (OVA) é um modelo experimental que tem
sido usado para estudar os mecanismos intestinais da indugdo de tolerancia
periférica. Muitos aspectos da resposta imune séo inibidos por esse protocolo, como
a producdo de imunoglobulinas especificas ao antigeno, as reacfes de
hipersensibilidade do tipo tardia, proliferacdo celular e producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Entretanto, existe uma completa rede de interagdes entre os antigenos
e as APCs, o papel dos subconjuntos de linfocitos T e B, das células epiteliais
intestinais e de outros componentes do sistema imune que ainda estdo sendo
estudados na TO, representando a complexidade e o dinamismo desse fendbmeno
(R. P. Oliveira et al., 2015).

Estudos realizados por nosso grupo avaliaram a administracdo via oral de
bactérias L. lactis recombinantes secretoras de HSP65 em protocolos de doencas
inflamatorias crbnicas. Essas proteinas de choque térmico (Heat shock proteins-
HSPs) participam da resposta celular ao estresse e estdo altamente expressas em
condic@es inflamatérias no corpo, portanto podem ser usadas como antigeno via oral
qgue ird auxiliar o desenvolvimento da tolerancia a doencas autoimunes. Esse tem
sido um tratamento utilizado recentemente para reestabelecer a TO em modelos
experimentais de doencas inflamatdérias intestinais. Em modelo de colite induzida por
DSS em camundongos, a administracdo prévia de L. lactis HSP65 reestabeleceu a
homeostase da mucosa intestinal (Gomes-Santos et al., 2017). Outro estudo do
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a administracdo dessa bactéria
recombinante L. lactis HSP65 preveniu o desenvolvimento da encefalomielite
autoimune experimental (EAE) em camundongos. O infiltrado celular na medula
espinhal nos grupos tratados com L. lactis HSP65 se manteve semelhante ao grupo
de animais naive (sem a doenca) (Rezende et al., 2013). Em modelo de artrite
experimental, a administracdo da L. lactis HSP65 preveniu o desenvolvimento da
doenca, mantendo o escore clinico da doenca a niveis bastante reduzidos (Gusmao-
Silva et al., 2020). Recentemente, Guimardes e colaboradores e Guerra e
colaboradores demonstraram o efeito terapéutico da mesma cepa recombinante.
Camundongos sensibilizados para a inducdo de EAE foram tratados com L.lactis
HSP65 e seu efeito terapéutico pode ser observado na reducéo do escore clinico da
EAE posteriormente (Guimarées et al., 2021). Além disto, a administracao de L.lactis
HSP65 quatro semanas ap0s a infeccdo por Leishmania braziliensis reduziu o

tamanho das lesfes e a carga parasitaria com aumento de IL-10 e reducéo de IFN-y
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(Guerra et al., 2021). Esses estudos demonstraram que os efeitos da administracao
de um antigeno alvo (HSP65) por via oral, antes ou durante o desenvolvimento de
doencas inflamatorias cronicas, preveniu a reatividade inflamatoria através da
geracdo de células Treg. E importante acrescentar que essa inibicdo da resposta
inflamatdria em contextos variados de doencas ndo implica em imunossupressao
generalizada jA que a resposta imune a infeccdo por Salmonella thyphimurim
mostrou-se intacta com altos titulos de IgG especifica para a bactéria nos estudos
usando o modelo de EAE (Rezende et al., 2013) e a carga parasitaria estava
reduzida nos estudos usando o modelo de Leishmania (Guerra et al., 2021). Além
disto, observamos que, em alguns desses estudos com a bactéria carreando o
antigeno HSP65 para o intestino, os animais do grupo controle que receberam
apenas a bactéria contendo o plasmideo vazio também tiveram uma certa acao anti-
inflamatoria inespecifica discreta.

Avaliando essa possibilidade, Mercadante e colaboradores avaliaram os
efeitos tolerogénicos dessa cepa selvagem L. lactis NCDO2118 no modelo da
doenca do enxerto versus hospedeiro (do inglés graft-versus-host disease, GVHD).
A cepa foi coadministrada com extrato de células do doador (rico em antigenos
reativos) em camundongos doadores de medula 6éssea desencadeando o aumento
do percentual de células B reguladoras (Breg) CD19" LAP™. A transferéncia dessas
células para os camundongos receptores semi-alogénicos induziu a geracdo de
células Treg Foxp3® nesses animais prevenindo o desenvolvimento da GVHD
nesses animais. O tratamento mostrou-se capaz de melhorar o percentual de
sobrevivéncia dos animais doentes apds o transplante e de reduzir o escore
inflamatdrio da doenca (Mercadante et al., 2014). E importante destacar que a
ingestado de L. lactis reverteu a doenca somente quando administrada juntamente
com o antigeno (extrato de células do doador), revelando seu efeito como adjuvante
da TO (aquele que potencializa o efeito supressor gerado pela TO).

Os modelos experimentais nos auxiliam a entender tanto os mecanismos
envolvidos na inducdo de TO assim como suas possibilidades terapéuticas na
pratica clinica em doencas autoimunes e alergias que envolvem antigenos alvo.
Muitos estudos clinicos e pré-clinicos tem investigado em mais detalhes a
administracdo oral de antigenos alvo como alternativa terapéutica para atenuar
sinais clinicos de alergias, esclerose mudltipla, artrite reumatoide, uveite e outras

doencas inflamatérias. (Pinheiro-Rosa et al., 2021). Essa intervencdo € chamada
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imunoterapia oral, onde é utilizada a rota oral para modular condi¢des inflamatorias
geradas por essas doencas, através da geracdo de mecanismos imunoregulatorios
especificos e inespecificos (Inobe et al., 1998; Slavin et al.,, 2001). Porém, existe
uma discussdo que faz com que esse protocolo ndo seja tdo bem estabelecido e
certeiro na clinica humana: o fato de que ndo conseguimos tolerizar bem individuos
ja sensibilizados, ou seja, individuos que ja tiveram contato com aquele antigeno
prévio em algum momento da vida. Por isso, estudos buscando um protocolo mais
potente com a utilizacdo de adjuvantes da TO podem nos auxiliar no
estabelecimento de um tratamento clinico eficaz.

O uso de moléculas adjuvantes na tolerancia oral foi inicialmente descrito em
modelo de DTH in vivo, onde uma injecéo i.p. de RANKL associada a uma dose oral
de OVA potencializou a inducéo de tolerancia, aumentando a expresséao de IL-10 em
células dendriticas tolerogénicas. Camundongos que foram tratados com RANKL e
alimentados com baixa dose de OVA exibiram uma reacdo de hipersensibilidade
tardia (DTH) reduzida em comparacdo com a reacdo desenvolvida por
camundongos alimentados apenas com OVA (Williamson et al., 2002).

Atualmente nosso grupo e colaboradores tém estudado os efeitos de agentes
adjuvantes da TO, ou seja, componentes que atuam juntamente com 0s antigenos
via oral e potencializam ainda mais o desenvolvimento da TO.

Sendo assim, 0 uso de bactérias antiinflamatorias selvagens, particularmente
da cepa L. lactis NCDO2118, é uma nova alternativa como adjuvante da TO, se

administrada juntamente com o antigeno via oral.

1.5- Lactococcus lactis NCDO2118: uma bactéria produtora de acido latico

As bactérias produtoras de acido latico (LAB) compreendem um grupo de
organismos gram-positivos, primariamente anaerobicos, sem esporulacdo e que
produzem acido latico como principal produto final da fermentacdo do acucar
(Cavanagh et al., 2015).

Desde a sua descoberta, ha muitos anos, as LAB tém sido utilizadas como
pioneiras na fermentagdo de alimentos, principalmente queijos e iogurtes, sendo

assim classificadas e reconhecidas como GRAS (do inglés Generally Regarded as
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Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos (Donohue &
Gueimonde, 2011; FAO/WHO, 2002)

As LAB ficaram mais conhecidas apdés a divulgacdo da “Teoria da
longevidade” de Metchnikoff em 1910. O pesquisador relacionou o elevado consumo
diario de iogurte & maior longevidade de povos bulgaros, que viviam além dos 100
anos. Assim, a causa dessa longevidade foi atribuida as bactérias fermentadoras
presentes no iogurte (Gasbarrini et al., 2016). Sua alta capacidade de fermentacao
permite a geracao de produtos finais que, além de contribuirem com as propriedades
organolépticas e preservacdo do alimento, constituem no maior fator responsavel
pelo desenvolvimento de um meio antimicrobiano na matriz alimentar (Papadimitriou
et al., 2015).

Além de fornecer vantagens para a industria alimentar, a mucosa intestinal
também se beneficia da fermentacdo das LAB j4 que o lactato, &cido acético,
peroxido de hidrogénio, dibxido de carbono e bacteriocinas produzidos garantem um
equilibrio no crescimento de bactérias patogénicas e benéficas do intestino,
contribuindo para a homeostase da microbiota ali presente (Ishida et al., 2005).

Outra caracteristica vantajosa para o trato gastrointestinal € o fato de as LAB
serem acidofilicas (possuem pH 6timo de crescimento entre 3,5 e 6,5) e terem a
capacidade de melhorar sua resisténcia ao pH acido do estbmago criando
estratégias de producdo de metabdlitos alcalinos. E conhecido que as LAB também
sdo capazes de acumular altas quantidades intracelulares de zinco, manganés e
selénio (Pessione, 2012).

Muitas LAB tém sido estudadas como probibticas — “microrganismos vivos
gue, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002) — por apresentarem tais atividades anti-
inflamatorias, principalmente alguns tipos de Bifidobacterium e Lactobacillus,
bastante descritas por seus efeitos anti-inflamatoérios (Ishida et al., 2005; Sanders,
2009).

Alguns tipos de bactérias classificadas como LAB e que vem ganhando
grande importancia sdo as Lactococcus lactis. A Lactococcus lactis (L. lactis) é a
bactéria mais importante dentre as LAB usadas comercialmente; tem formato de
cocos e é homolactea — o produto da sua fermentacéo € 100% &cido latico. Ela é

comumente isolada de plantas ou produtos lacteos (Stiles & Holzapfel, 1997).
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As L. lactis produzem alguns tipos de bacteriocinas, sendo a principal
chamada nisina, uma bacteriocina de amplo espectro que atua também em bactérias
gram positivas como o Clostridium botulinum e seus esporos (Stiles & Holzapfel,
1997).

As L. lactis foram as primeiras cujo genoma foi completamente sequenciado,
sdo bactérias de facil manipulacdo genética, sdo gram-positivas ndo produzem
endotoxinas, LPS ou qualquer outro produto metabdlico téxico (Bolotin et al., 2001;
De Moreno De Leblanc et al., 2015). E estimado que um individuo humano ingere
108 células lactocéceicas por ano (Mills et al., 2010), em grande parte devido ao seu
amplo uso na fermentacado industrial, fato que contribuiu para que a L. lactis seja
reconhecida como GRAS, como citado anteriormente neste trabalho. Apesar de nao
serem residentes naturais do TGI, as L. lactis sdo capazes de sobreviver a
passagem pelo trato gastointestinal (Cavanagh et al., 2015; Wegmann et al., 2007).

Por esses motivos, a partir do avanco da biologia molecular, essa bactéria
tem sido amplamente utilizada como GM-LAB (LAB geneticamente modificadas) com
0 objetivo de carregar materiais de interesse, como DNA e proteinas, via trato
gastrointestinal (TGI) para uma finalidade especifica (De Moreno De Leblanc et al.,
2015). Elas podem carregar biomoléculas de alto peso molecular que interagem com
as células M e células dendriticas intestinais (Berlec et al., 2011). Steidler e
colaboradores mostraram que uma L. lactis geneticamente construida para secretar
a citocina IL-10, previne a colite em camundongos quando administrada por via oral
(Steidler et al., 2000). Frossard e colaboradores retrataram que a mesma cepa de L.
lactis secretora de IL-10 foi capaz de reduzir os sintomas de anafilaxia induzidos
pela alergia alimentar em camundongos tratados previamente o contato com o
alérgeno (Frossard et al., 2007). Outro trabalho demonstrou que o L. lactis produtor
de lacticina 3147, uma bacteriocina, inibe infeccdo por Clostridium difficile em
pacientes com doenca inflamatéria intestinal (IBD) (Rea et al., 2011). Outro estudo
comparou o efeito de bactérias L. lactis secretoras de IL-10 e L. lactis selvagem na
alergia a proteina do leite de vaca, B-lactoglobulina. Os achados indicam que
camundongos tratados com a bactéria produtora de IL-10 tiveram niveis de
imunoglobulinas reduzidos, porém a bactéria selvagem também foi capaz de reduzir
tais imunoglobulinas a niveis intermediarios (Frossard et al., 2007). Como citado
anteriormente também vemos grandes respostas anti-inflamatérias em trabalhos do

Nosso grupo de pesquisa com L. lactis produtora de HSP65 em modelos de doencgas
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autoimunes (Gomes-Santos et al., 2017; Gusmao-Silva et al., 2020; Rezende et al.,
2013)

Apesar desse sucesso no desenvolvimento dos GM-LAB, busca-se resgatar
estudos que demonstrem os efeitos de algumas cepas de bactérias L. lactis
selvagens. Inumeros trabalhos foram utilizados com GM-LAB, mas os efeitos dos L.
lactis selvagens ainda sao pouco conhecidos.

Neste contexto, um trabalho realizado por nosso grupo identificou atividades
anti-inflamatoérias da cepa selvagem L. lactis subsp. lactis NCDO2118, quando
administrada durante a fase de remissdo da colite induzida por DSS em
camundongos. A cepa foi capaz de melhorar os sinais clinicos da doenca, manter a
integridade epitelial, reduzir a producdo de algumas citocinas pro- inflamatérias,
além de aumentar a expressdo de células Treg LAP' nos MLN e baco, e de
aumentar a populacéo de células dendriticas CD103" CD11b CD11c" no baco dos
animais tratados (Luerce et al., 2014).

Nossa hipétese de trabalho é que algumas cepas de bactérias com
propriedades probidticas e antiinflamatérias podem auxiliar na inducdo da TO
guando co-administrados por via oral. Neste trabalho, investigamos o efeito da cepa
L. lactis subsp lactis NCD02118 (L. C. Oliveira et al., 2014) como adjuvante da TO a
OVA e buscamos identificar os componentes dessa cepa de L. lactis responsaveis

por esse efeito.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral
Avaliar os efeitos da administracdo de L. lactis lactis NCDO2118 na inducdo de

tolerancia oral a ovalbumina em camundongos C57BL/6.

2.2- Objetivos especificos

- Confirmar os efeitos anti-inflamatorios da bactéria L.lactis NCDO2118 utilizando o
modelo de colite induzida por DSS;

- Estudar efeitos imunoldgicos da administracdo por via oral de L. lactis juntamente
com o antigeno (OVA) na inducao de tolerancia oral em camundongos adultos;

- Analisar reatividade imunoldgica especifica a ovalbumina em camundongos
C57BL/6 tratados com as L. lactis, usando como parametros a medida de anticorpos
séricos dos isotipos IgG1 anti- OVA e IgE anti- OVA

- Identificar mudancas no perfil de células da imunidade inata (DCs, macrofagos e
células linfoides inatas) e dos linfocitos Th efetores e reguladores na lamina propria
do intestino e nos linfonodos mesentéricos;

- Analisar efeitos da administracdo de L. lactis NCDO2118 na microbiota intestinal e
seus metabdlitos

- Avaliar o efeito adjuvante da L. lactis NCDO2118 em modelo experimental de

alergia alimentar a OVA.
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3. METODOLOGIA

3.1- Animais

Camundongos C57BL/6 fémeas de 10 semanas de idade foram obtidos do
Biotério Central - UFMG. Durante os experimentos, os camundongos foram mantidos
em microisoladores ventilados ou gaiolas abertas no Biotério do Laboratério de
Imunobiologia do ICB-UFMG, alimentados com racdo padrdo para camundongos,
agua ad libitum e ciclo de luz de 12 horas. Os procedimentos experimentais
utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA) da UFMG- CEUA # 340/2017.

3.2- Tratamento com Lactococcus lactis

A cepa de bactéria utilizada foi Lactococcus lactis subsp. lactis NCD0O2118
selvagem, estocada em densitometria 6tica (DO600) de aproximadamente 2,5 e
glicerol na proporcdo de 3:1. 25ul do estoque foi cultivado em 25ml meio M17
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo glicose 0,5% por 20-24 horas
em temperatura de 30°C e, logo em seguida, administrada aos camundongos em
mamadeira ad libitum.

Para administracdo do sobrenadante, o cultivo foi centrifugado a 8000g
durante 10 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi recolhido e filtrado
em filtro estéril de 0,22um e entdo administrado aos animais (5ml por dia por
animal). O pellet foi utilizado para a extracdo de proteinas de superficie (conforme

explicado no topico 3.4 dessa secao).

3.3- Inativacao das bactérias

Para inativacao das bactérias por irradiacdo, apds seu crescimento (conforme
explicado no tépico 3.1) foi utilizado o protocolo de irradiacdo a 10kilograys durante
3 horas.

Para inativacdo por calor, apds seu crescimento, as bactérias foram

aguecidas a 100°C por 15 minutos.
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Para confirmacdo da inativacédo, as bactérias foram colocadas em meio M17
novo por 24h antes de serem administradas. Apds conferéncia de que nao havia
aumentado a OD (densidade Gtica) do meio e ndo haviam crescido bactérias, essas
foram administradas aos camundongos. Bactérias inativadas foram centrifugadas
durante 10minutos a 8000g em temperatura ambiente, o pellet foi diluido em 25ml de
salina 1x (pH:7,2) para serem administradas aos camundongos na mamadeira ad

libitum.

3.4- Extracao de proteinas de superficie bacteriana

Bactérias foram cultivadas em tubos de 50ml com meio M17 e 40ml foram
centrifugadas a 8000g, em temperatura ambiente, por 10minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com 20ml de solucdo tampéao PBS1x (ph7,4). Os
tubos foram centrifugados novamente a 8000g, 4°C, por 10minutos. A lavagem foi
repetida mais 2 vezes e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 4ml de solug&o
de cloreto de guanidina 5M e as amostras foram incubadas em banho maria a 50°C
por 15minutos. As amostras foram transferidas para tubos ependorffes de 2ml e
centrifugados a 21000g por 20minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi recuperado com uma seringa e injetado em um cassete de didlise (MWCO
10.000). As amostras foram dialisadas em 2 litros de agua destilada por 3 horas a
4°C sob agitacdo. A agua foi substituida por 2 litros de tampdo PBS1x (ph7,4) e a
amostra foi dialisada por mais 24 horas sob agitacdo. ApGs 24 horas, a solucéo foi
recuperada do cassete com o auxilio de uma seringa e armazenada a 20°C.

Os camundongos receberam as proteinas extraidas por gavagem, durante 4

dias.

3.5- Administracao de lactato via oral

Solucéo de acido latico (DL-Lactic Acid 90% - Sigma- Aldrich, cat:69785) foi
diluida em agua de beber na concentracdo de 15mM ou 50mM e foi administrada
aos camundongos durante 4 dias na mamadeira (5ml/animal/dia). Ao final do quarto

dia, foi iniciado o protocolo experimental de inducéo de TO a OVA.
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3.6- Administracdo do antagonista e do agonista de GPR8L1 via oral

Os camundongos foram tratados com 10mg/kg do agonista ou do antagonista
de GPR81 (GPR81 Agonist, 3CI-50H-BA, Calbiochem, cat. 371758-100MG; (+/-)-
Sodium 3-hydroxybutyrate, 299.0% (NT), Sigma Aldrich, cat. 54965-10G-F), diluido em
solugéo salina, administrado por gavagem durante 4 dias. Ao final do quarto dia, foi

iniciado o protocolo experimental de TO a OVA.

3.7- Inducédo de tolerancia oral a OVA

Para inducdo de TO a OVA, cada animal recebeu uma gavagem de 1mg, 5mg
ou 10mg de OVA (Albumin Chicken egg Ovalbumin grade VII, Sigma-Aldrich, cat: A-
7641) por gavagem, diluida em solucdo salina 1x (pH:7,2). Trés dias ap6s a
gavagem de OVA, a imunizacdo primaria foi realizada por via intraperitoneal (i.p.),
utilizando 10ug de OVA e 1mg de Al(OH)? (hidréxido de aluminio comercial) diluidos
em 0,2 mL de salina fisiol6gica (0,85%). ApoOs 14 dias, os camundongos receberam
uma imunizacao secundéria contendo 10ug de OVA diluidos em 0,2 mL de salina,
sem adjuvante, por via i.p. Apo6s 7 dias os animais foram eutanasiados para

processamento das analises. (Figura 3)

Animais do grupo experimental receberam a solugdo contendo L. lactis
NCDO2118 ou seus produtos na mamadeira ad libitum por 4 dias consecutivos
antes da gavagem com OVA. Animais do grupo controle imune (salina) receberam

uma gavagem de solucdo salina no lugar da OVA.

Imunizag¢do o
primaria Imunlzal(;.e.]o
OVA 1mg AI{OH)® + Secundaria
gavage 10ug OVA 10 ug OVA
L. Lactis NCDO2118W® v \ 4 tanacia
\ | | | | ‘ I
\ I I [ | i I
pal 2 3 4 7 21 g

Figura 3: Desenho representativo do protocolo experimental da TO a OVA.
Camundongos receberam o tratamento com L. lactis NCDO2118 na mamadeira por
4 dias. Ao final do quarto dia, receberam uma gavagem de OVA. Ao sétimo dia
receberam a imunizacdo primaria e apés 14 dias foram imunizados novamente. A
eutanasia foi realizada 7 dias apds a imunizacao secundaria.
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3.8- Modelo experimental de alergia alimentar a OVA

Para indugéo de alergia a OVA, cada animal recebeu uma gavagem de 5mg
de OVA (Albumin Chicken egg Ovalbumin grade VII, Sigma-Aldrich, cat: A-7641) por
gavagem, diluida em solucéo salina 1x (pH:7,2). Trés dias apds a gavagem de OVA,
a imunizacao primaria foi realizada por via intraperitoneal (i.p.), utilizando 10ug de
OVA e 1mg de AI(OH)? (hidréxido de aluminio comercial) diluidos em 0,2 mL de
salina fisiolégica (0,85%). Apds 14 dias, os camundongos receberam uma
imunizagdo secundaria contendo 10ug de OVA diluidos em 0,2 mL de salina, sem
adjuvante, por via i.p. Apos 7 dias os animais foram desafiados durante 2 semanas
por via oral com clara de ovo diluida em agua de beber 20%. Os animais foram
eutanasiados logo apés o desafio oral. (Figura 4)

Animais do grupo experimental receberam a solucdo contendo L. lactis
NCDO2118 ou seus produtos na mamadeira ad libitum por 4 dias consecutivos
antes da gavagem com OVA. Animais do grupo controle alérgico (salina) receberam

uma gavagem de solucéo salina no lugar da OVA.

Imunizagdo
primaria Imunizagdo

5mg OVA  (1mg AI{OH)? + secundaria
gavage 10ug OVA) (10ug OVA) Desafio oral
Cl d 20%
L. Lactis NcD02118W v v 2 ceove T Eutanasia
[ \ \ | | \ !
| | | | | | I |
Dia 1 2 3 4 7 21 28 42

Figura 4: Desenho representativo do protocolo experimental da alergia a OVA.
Camundongos receberam o tratamento com L. lactis NCD0O2118 na mamadeira por
4 dias. Ao final do quarto dia, receberam uma gavagem de OVA. Ao sétimo dia
receberam a imunizacdo primaria e apés 14 dias foram imunizados novamente. 7
dias apdés a imunizacdo secundaria os animais foram desafiados oralmente com
solucéo de clara de ovo 20% e entédo eutanasiados.

3.9- Modelo de Colite induzida por DSS

A inducdo da colite ulcerativa aguda foi realizada por meio da administracao
de solugcdo de Sulfato de Sodio Dextrano (DSS) a 2% diluido em &gua filtrada,
ofertada na mamadeira, como Unica fonte liquida durante sete dias (Melgar et al.,
2007; Okayasu, 1990).
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As garrafas contendo solugdo de DSS eram renovadas e o consumo dos
animais foi mensurado diariamente durante o periodo de indug&o da colite. O DSS
usado foi da marca MP Biomedicals, lote Q4299, com peso molecular entre 36-50
kDa.

Os camundongos receberam doses de gavagem de 1x10° UFC (Unidades
Formadoras de Colbnia) de bactérias diluidas em 100ul de salina 1x, durante sete
dias concomitantemente a administracao de DSS.

A ANVISA determina que a quantidade diaria minima viavel para consumo de
probidticos deve estar na faixa de 10% a 10° UFC (BRASIL. Ministério da Saude.
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017). Por essa raz&o, visando observar
efeitos anti-inflamatérios destas bactérias, optou-se por utilizar a concentracdo de
10° UFC/camundongo.

Ao final de sete dias de tratamento, os camundongos foram sacrificados como

mostrado na Figura 5.

e A 7 7 A A

1

- - - - :
~!.r ¥ ¥ J, ], v J, Sacrificio
12 gay.  2%gav, 32 gav 42 gav. 52 gav. 62 gav. 72 gav.

Lactococcus
lactis

Figura 5: Protocolo experimental do modelo de colite induzida por DSS. Os animais
receberam solugdo de DSS na concentracdo de 2% continuamente durante todo o
experimento. Uma gavagem diaria de 1X10°UFC de Lactococcus lactis foi administrada a
cada animal, durante 7 dias. No oitavo dia, os animais foram sacrificados.

3.10- Avaliagéo do peso corporal dos animais em modelo de colite

Durante o periodo experimental, os camundongos foram pesados diariamente
sempre no mesmo horario, em balanca de precisdo 0,25-2000g. Foi calculado o
percentual de variacdo de peso, o qual também foi utilizado para obtengéo do escore

macroscopico da doencga.
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3.11- Teste de permeabilidade intestinal em modelo de colite

A andlise da permeabilidade intestinal foi realizada no sétimo dia de
tratamento com DSS. Os animais receberam por gavagem 100ul de solucéo
contendo 18,5 Megabecquerel (MBq) de &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA)
marcado com o radioisétopo tecnécio (**"Tc-DTPA). O *™Tc- DTPA trata-se de um
complexo inerte e hidrossolivel com peso molecular aproximadamente de 500
daltons apresentando caracteristicas ideais para avaliacdo da permeabilidade
intestinal (Diniz et al., 2005).

Quatro horas apds a gavagem, o sangue foi coletado da veia axilar em tubos
de poliestireno para contagem da radioatividade em aparelho contador de radiacao
gama (Perkinelmer Wallac,1480 Wizard 3) e determinacdo da Pl. Esse aparelho
mede a quantidade de is6topos radioativos com emissdo de raios gama (Generoso
et al., 2015; Maioli et al., 2014).

Os resultados obtidos foram comparados com o padréo da dose. O padrao da
dose, que corresponde a uma aliquota de igual volume de 99mTc-DTPA oferecido
aos animais, foi utilizado para correcdo do decaimento radioativo do 99mTc e teve a
radioatividade determinada no mesmo tempo dos demais tubos.

O percentual da dose foi calculado de acordo com o peso do sangue (%dose
por g de sangue) a partir da seguinte férmula:

% dose de *"Tc-DTPA no sangue = [(cpm do sangue X 100) / cpm da dose
(Padréao) administrada]

Onde: cpm= contagem por minuto

3.12- Escore inflamatério da colite

Os parametros macroscopicos para avaliacdo da gravidade da colite induzida
por DSS foram listados na Tabela 3. O indice macroscépico representa a soma de
cada parametro ranqueado (% de perda de peso, diarréia e sangramento). O indice
maximo possivel é igual a 12 (Kang et al., 2006).
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Escore % perdade peso Diarréia Sangramento
0 nenhuma nenhuma Ausente

1 lab

2 5a10 moderada Oculto

3 11a15

4 >15 grave Visivel

Tabela 1: Pontuacdes relativas ao escore macroscopico da colite. (Cooper et
al., 1993)

3.13- Obtencao de sangue para andlise das imunoglobulinas anti OVA

Os camundongos foram anestesiados utilizando 100ul de solucdo de
Cloridrato de Ketamina (1,7 mg/Kg) e Xilazina (0,33mg/Kg). Em seguida, o sangue
foi coletado através de uma incisdo na veia axilar e coletado em tubos de
poliestireno. O sangue foi centrifugado por 15 minutos a 10000 RPM, o soro foi

coletado e usado para mensurar a concentracdo de IgG1 e IgE anti OVA.

3.14- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para medida de IgG1 anti OVA

A avaliacdo dos anticorpos especificos anti-OVA presentes no soro dos
camundongos foi realizada através do método ELISA (Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay). Microplacas de poliestireno de 96 pocos (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram incubadas overnight a 4°C com 100ul de uma solucdo de OVA
(20ug/ml para anticorpos seéricos) em tampao de cobertura (tampdo carbonato
pH9,6). No dia seguinte, as microplacas foram lavadas duas vezes com salina-
Tween (salina contendo 0,05% Tween-20 — SIGMA Chemical Co) e em seguida
bloqueadas com 200ul de PBS-caseina (0,25% caseina diluida em PBS) e
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. ApGs a incubacdo, as placas
foram lavadas novamente duas vezes em salina-Tween e incubadas com soro dos
camundongos em diluicdo seriada de 1:100 a 1:12800 em PBS-caseina sem diluir
durante uma hora a 37°C.
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Como controle positivo e negativo, foram utilizados um soro imune e um soro
normal, respectivamente. Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com
salina-Tween e incubadas com 100ul de uma solucéo de anticorpo de cabra anti-
IgG1 de camundongo conjugado a peroxidase (Southern Biotechnology Ass, Inc.) na
diluicdo de 1:15000 por uma hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas seis
vezes com salina-Tween. A reacdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as
placas, no escuro, com 100ul de uma solucdo contendo 0,2ul/ml de perdxido de
hidrogénio (H202) e 4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampéo citrato (pH
5,0) até o desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro.

Apébs essa etapa, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 20ul/poco
de uma solucéo de &cido sulfarico 2N (H2S04). A absorbancia (A = 490 nm) de cada
poco foi obtida pela leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450
Microplate Reader). Resultados expressos como ELISA* (ELISA-score), obtido
através do somatério das densidades Opticas das 8 diluicdes (1/100 a 1/12800)
multiplicadas por 1000. Essa forma de expressar os resultados € equivalente a
mostrar curvas de titulagdo ou selecionar a absorbancia em uma diluicdo particular
como representativa, como ja descrito em trabalhos anteriores do nosso laboratorio
(Carvalho, et al., 1994). Os resultados expressos nos graficos foram obtidos pelo

calculo da média de cada grupo experimental (+ erro padrao).

3.15- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para medida de IgE anti OVA

As placas foram incubadas com solugéo (50ul/poco) contendo anticorpo de
rato anti-lgE de camundongos 0,5 mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos
(1:250) em tampéao carbonato (pH=9,6) por, no minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio
foi feito com uma solucdo de PBS-0,25% caseina por uma hora a temperatura
ambiente (200ul/poco). Posteriormente, as placas foram lavadas com solucéo salina-
0,05%Tween por duas vezes. O soro dos animais (50 uL) foi incubado por 2h em
temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas e
realizada a incubacdo com Ovalbumina (OVA) biotinilada, 1ug/50uL PBS/poco, por
1h. As placas foram lavadas por seis vezes com solucédo salina-0,05%Tween e
incubadas com peroxidase associada a estreptavidina (Sigma), 50ulL/poco na
concentracdo de 1:15000, por 1 hora. A reagdo enzimatica foi entdo revelada

incubando-se as placas, no escuro, com uma solucao contendo 0,2ul/ml de H202 e
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4 mg/mL de ortofenileno-diamino (OPD) em tampédo citrato (pH 5,0) até o
desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro. ApOs essa etapa, as reagdes
foram interrompidas pela adi¢cdo de 20ul/poco de uma solucéo de acido sulfarico 2N.
A absorbancia (A= 490 nm) de cada poco foi obtida pela leitura em leitor de ELISA

automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

3.16- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para medida de IgA secretdria (SIgA)

O contetdo fecal foi coletado em tubos de poliestireno e macerado
juntamente com salina 1x na propor¢cao de 1ml para 100mg de tecido. Os tubos
foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado para
analise de SIgA. A avaliacdo da SIgA presente nas fezes dos camundongos foi
realizada através do método ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay).
Microplacas de poliestireno de 96 pocos (Sarstedt) foram incubadas overnight a 4°C
com 100ul de uma solucédo contendo anticorpo anti Ig (Southern Biotechnology) na
concentracdo de 1:10000 em tampé&o carbonato (pH=9,6). No dia seguinte, as
microplacas foram lavadas cinco vezes com salina-Tween (salina contendo 0,05%
Tween-20 — SIGMA Chemical Co) e em seguida blogueadas com 200ul de PBS-
caseina (0,25% caseina diluida em PBS) e incubadas por uma hora a temperatura
ambiente. ApOs a incubacdo, as placas foram lavadas novamente duas vezes em
salina-Tween. As amostras foram adicionadas e a placa foi incubada em diluicdo
seriada de 1:100 a 1:12800 em PBS-caseina durante uma hora a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas por cinco vezes com solugdo salina-
0,05%Tween. Foi adicionada solucdo contendo anticorpo goat anti-mouse IgA
biotinilado (Southern Biotechnology) na proporcdo de 1:10000 em PBS-0,25%
caseina e a placa foi incubada por 1 h a 37°C. Apés lavadas seis vezes com salina-
Tween, as placas foram incubadas novamente com estreptavidina-peroxidase
(Southern Biotechnology) na concentracdo de 1:10000 em PBS-0,25% caseina,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas seis
vezes com salina-Tween. A reacdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as
placas, no escuro, com 100ul de uma solu¢do contendo 0,2 pl/ml de peroxido de
hidrogénio (H.02) e 4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato (pH
5,0) até o desenvolvimento de uma coloracdo amarelo-escuro. Apos essa etapa, as

reacoes foram interrompidas pela adicdo de 20 pl/poco de uma solucdo de acido
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sulfurico 2N (H2S0O4). A absorbancia (A = 490 nm) de cada pogo foi obtida pela
leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

3.17- Preparo de suspensdes de células

Para obtencéo das células, os 6rgédos foram colocados diretamente em tudos
falcons de 15ml contendo meio RPMI 1640 completo estéril. Utilizou-se meio RPMI
1640 (GIBCO BRL) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 20
pHg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri) e
50mM de mercaptoetanol (Amersham Pharmacia Biotech), pH 7,2.

Os orgaos foram macerados com o auxilio de um macerador de vidro estéril
para o baco e duas laminas de vidro de superficie aspera para os linfonodos. As
células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos sob refrigeracdo a 4°C e o
sobrenadante foi descartado.

As hemacias do baco foram lisadas acrescentando-se 9ml de agua destilada
estéril seguida de 1 ml de PBS concentrado 10X (diluicdo 1:10). Apds a lise, a
capsula do baco foi retirada e descartada com o auxilio de uma pipeta de vidro
estéril. As células do baco foram novamente centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos sob refrigeragéo a 4°C e o sobrenadante foi descartado.

As células de baco e linfonodos foram ressuspendidas em 1 ml e 500ul de
meio RPMI 1640 completo, respectivamente. Aliquotas dessa suspensdo foram
diluidas em solucédo de azul de tripan a 4% em PBS1x filtrada, para contagem do

namero de células viaveis em camara de Neubauer no microscoépio éptico.

3.18- Citometria de fluxo

Em tubos de poliestireno para leitura de FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorter), foram colocados 1x10° células obtidas da suspensdo celular e 200ul de
PBS-Wash para lavagem das células. Os tubos foram centrifugados a 1200rpm,
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 10 ul
de anticorpos (na diluicdo padronizada), para marcacdo de moléculas superficie,
conjugados com fluorocromos que se ligam as moléculas de interesse expressas
nas células de camundongos (Tabela 1). As amostras foram vortexadas, encubadas

a 4°C durante 30 minutos e decorrido esse tempo foram entdo acrescentados 200ul
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de PBS-wash em cada tubo para lavagem das células, que foram centrifugadas a
4°C durante 10 minutos a 1200rpm. O sobrenadante foi descartado, as amostras
foram homogenizadas.

Para marcacédo intracelular de Foxp3, as amostras foram incubadas por 30
minutos com 100ul da solugdo de fixacdo/permeabilizacdo (eBioscience) na
concentragéo de 1:3 (concentrado:diluente). As amostras foram lavadas duas vezes
com o tampdao de permeabilizacdo (eBioscience) diluido 10x em agua destilada. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 10ul de anticorpo (na diluicédo
padronizada) conjugado com o fluorocromo APC (Alloficocianina). As amostras
foram incubadas por mais 30 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com o tampéao de
permeabilizacao (eBioscience).

O sobrenadante foi descartado, as amostras foram vortexadas, incubadas por
30 minutos com 200ul de paraformaldeido 1% e lavadas uma vez com PBS-wash. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente, o pellet foi ressuspendido em PBS-
wash e as suspensdes foram armazenadas a 4°C protegidas de luz até aquisicédo
dos dados no equipamento BD FACScantoll.

Foram feitos controles individuais (singles) contendo apenas um anticorpo
marcado em cada tubo para a realizagdo da compensacao no aparelho.

Para melhor determinacéo da regido (gate) ideal foram feitos controles do tipo
fluorescéncia menos um (FMO- Fluorescence minus one) em que todos o0s
anticorpos do pool estdo presentes menos aquele de interesse para a marcagéo em
guestdo (Herzenberg et al., 2006). A estratégia de gating e os controles FMO estéo
demonstrados na Figura 2. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando um BD
FACScantoll de 9 cores. A porcentagem de células positivas e a média de
intensidade de fluorescéncia foram analisadas com o auxilio do programa FlowJo

verséo 10.0 (TreeStar).



Marcador Fluorocromo Fabricante Catalogo
Anti-mouse FITC (fluorescein eBioscience® | 11-0041-82
CD4 Clone: GK | isothiocyanate)

15

Anti-mouse Percp/Cyanine 5.5 BioLegend 101912
CD25 Clone

3C7

Anti-mouse Pacific Blue (efluor450) eBioscience® | 48-025380
CD25

Clone eBio3C7

Anti-mouse PE (Phycoerythrin) BioLegend® | 141404
LAP (TGF-b1)

Clone TW7-

16B4

Rat anti-mouse | Alexa flior 647 BD 563486
FOXP3 Clone Biosciences

R16-715

Anti-mouse APC BD 550261
CD11c Clone Biosciences

HL3 Pharmingen

Rat anti-mouse | BV421 (Brilliant Violet) BD 566297
CD103 Clone Biosciences®

M290

Anti-mouse PE BioLegend® | 121420
CD103 Clone

2E7

Anti-mouse APC (Allophycocyanin) eBioscience® | 17-5323-80
MHCII I-Ad

Clone AMS-

32.1

Rat anti-mouse | APC (Allophycocyanin) BD 553051
CD4 Clone Biosciences

RM4-5
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Mouse anti- | Biotina BD 553771
mouse CD45.2 Biosciences

Clone 104

Streptavidina | APC-Cy7 (e-fluor 780) eBioscience® | 47-431782
Anti-mouse PeCy7 BD 560405
GATA3 Clone Biosciences

L50-823

Anti mouse BVv421 BD 563318
T-BET Clone Biosciences

04-46

Anti-mouse Pe BD 562607
RORyT Clone Biosciences

Q31-378

Anti-mouse PE (Phycoerythrin) BioLegend 149006
CX3CR1 Clone

SAO011F11

Rat anti-mouse | APC eBioscience | 17-4801-82
F4/80 Clone

BM8

Anti-mouse Percp/Cyanine 5.5 eBioscience | 35-0193-82
CD19 Clone

eBiolD3

Anti-mouse Percp/Cyanine 5.5 BioLegend 100218
CD3 Clone

17A2

Rat anti-mouse | Percp/Cyanine 5.5 BD 550993
CD11b clone | (CyChrome) Biosciences®

M1/70

Anti-mouse Brilliant Violet 605 BioLegend 135041
CD127

Clone A7TR34
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Tabela 2: Relagao dos anticorpos utilizados na citometria de fluxo, seus marcadores

e seus fabricantes.
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Figura 6: Estratégia de gating para as analises de células dendriticas e
macrofagos residentes. Células de LP foram coletadas e submetidas a analise de
citometria de fluxo. A regido de granuldcitos foram estabelecidas com base no
tamanho relativo (forward light scatter) e complexidade citoplasmatica (side angle
scatter). A definicdo das regides (gate) de interesse foi baseada em controles de
fluorescéncia menos um (do inglés fluorescence minus one — FMO) onde as células
sdo marcadas com todos 0s anticorpos menos aquele de interesse para o gating.
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Figura 7. Estratégia de gating para as analises de ILCs. Células de LP foram
coletadas e submetidas a andlise de citometria de fluxo. A regido dos linfdcitos foi
estabelecida com base no tamanho relativo (forward light scatter) e complexidade
citoplasmatica (side angle scatter). A definicdo das regides (gate) de interesse foi
baseada em controles de fluorescéncia menos um (do inglés fluorescence minus
one — FMO) onde as células sdo marcadas com todos os anticorpos menos aquele
de interesse para o gating.
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Figura 8: Estratégia de gating para as andlises de células Thelper. Células de LP foram
coletadas e submetidas a analise de citometria de fluxo. A regido dos linfécitos foi
estabelecida com base no tamanho relativo (forward light scatter) e complexidade
citoplasmatica (side angle scatter). A definicdo das regifes (gate) de interesse foi baseada
em controles de fluorescéncia menos um (do inglés fluorescence minus one — FMO) onde as
células sdo marcadas com todos 0s anticorpos menos aquele de interesse para o gating.



54

1.0k
. 250K =| 290k 3
800 = — 200k
b=
=
@
T eon o 150K = 150K =
8 < <
&
o - a9 - 2
I S 100k < @ ook
a0
&
& o
(2] N :
sok sk g
200 = F
0 ¥
o .
T T T T T T T T T T T T T T .
o 200 40 80D 8O0 10K o 50K 100K 150K 200K 280K a sk 100K 180k 200K 250K
FSC-H : FSC-Helaht FSCH sseH

v

Treg CD4* FOXP3*

150K =|

g . g
E 100K = 8 103 1

50K = ]

od-
° T Ll T T T T ™ T T T
103 1] |03 mq 105 10 ] 10 u:‘1 10
FOXP3 CcD4
Treg CD4* LAP*
150K =
100K = P

FSC-W

50K =

Figura 9: Estratégia de gating para as andlises de células Treg. Células de LP foram
coletadas e submetidas a analise de citometria de fluxo. A regido dos linfocitos foi
estabelecida com base no tamanho relativo (forward light scatter) e complexidade
citoplasmatica (side angle scatter). A definicdo das regides (gate) de interesse foi baseada
em controles de fluorescéncia menos um (do inglés fluorescence minus one — FMO) onde as
células sdo marcadas com todos 0s anticorpos menos aquele de interesse para o gating.
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3.19- Polymerase chain reaction (PCR) em tempo real de amostras do

intestino

Para extracdo de RNA, foram utilizadas amostras de intestino delgado. O
orgéo foi macerado em tubos ependorfes de 2ml, com trizol na concentracao de 1ml
para cada 100mg de tecido. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente
por 5 min. Posteriormente 200ul de coroférmio foram adicionados e os tubos foram
agitados por inversédo durante 15 segundos. As amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 12000g, 4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo RNAse free
com cuidado para ndo pegar material da interfase branca.

O RNA recolhido foi precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100%
gelado. Os tubos foram agitados por inversdo novamente por 15 segundos e foram
incubados por 10 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, a 12000g, a 4°C.

O sobrenadante foi dispensado e o pellet de RNA foi lavado com 1ml de
etanol 75% gelado. Os tubos foram vortexados e centrifugados por 5min, a 75009, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20ul de agua
ultrapura e o RNA foi quantificado. Nessa etapa as amostras foram armazenadas no
freezer -80°C até a realizacdo da proxima etapa.

O kit usado para a RT-PCR pertence a marca Biosystems. Foram
acrescentados 2ul do buffer, 0,8ul dos dNTP, 1ul da transcriptase reversa, 1ul do
inibidor de RNase, 3.2ul de agua nuclease free e 2ul do primer (Tabela 2). As

amostras foram quantificadas e analisadas.

Gene Sequéncia

GPR81 | GGCTGAGAAAAGCGGTATGA
TCGTTAACTCTCTCCGAGCTAGA

GPR31 | AGTCTGACAAACAGCCCAGG
CACTAGGCAGGAAGCACAGTC

Tabela 3: Sequéncia de genes utilizados para qPCR.
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3.20- Analise da microbiota por PCR em tempo real

Para mensuracdo das bactérias presentes nas fezes dos aninais foi
performada a quantificacdo absoluta em PCR em tempo real (Mackay, 2004). Assim,
as reagoes foram realizadas em duplicata a partir de: 10 yL do agente intercalante
SYBR® Green (Kapa Biosystems, Sdo Paulo, Brasil), 1uL de DNA (12,5 ng), 8,2 uL
de agua e, 0,4 pL da solugao primers (10 yM) que tiveram como alvo regides do
gene rRNA 16S que conferem assinaturas especificas aos grupos de interesse
(Tabela 3). No controle negativo, foi adicionado 1,0 uL de agua ao invés do DNA. As
condicbes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto, sendo a captacdo da fluorescéncia feita na
temperatura de 60°C. Todas as reagdes foram realizadas em duplicata no aparelho
CFX 96TM Real time system (BioRad).

Alvo Sequéncia (5’-3’)

Eubacteria AAACTCAAAKGAATTGACGG
CTCACRRCACGAGCTGAC

Filo Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
AGCTGACGACAACCATGCAC

Filo Bacteroidetes CRAACAGGATTAGATACCCT
GGTAAGGTTCCTCGCGTAT

Filo Actinobacteria TACGGCCGCAAGGCTA
TCRTCCCCACCTTCCTCCG

Género Lactobacillus | AGCAGTAGGGAATCTTCCA
CACCGCTACACATGGAG

Género Enterococos CCCTTATTGTTAGTTGCCATCAT
ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

Tabela 4: Sequéncia de genes utilizados para analise da microbiota por gPCR.

Para definicho do numero de células bacterianas foi utilizado calculo
estabelecido por Kim e Colaboradores (2013) e adaptacdes de Moreira Junior e

Colaboradores (2019), no qual, compara-se o ct de uma curva padrdo com amostras
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de DNA conhecido dos representantes dos grupos bacterianos em diluicdo em série
com fator 10 com o ct das amostras de DNA bacteriano extraidas das fezes animais
de cada grupo experimental. A extracdo do DNA nas amostras de fezes foi realizada
utilizando o QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®, Sao Paulo, Brasil).

Na comparacao € determinado o numero de cépias do gene rRNA 16S em
cada amostra. Para quantificacdo do numero de células bacterianas, esse nimero é
dividido pela quantidade de copias do gene rRNA 16S presentes especificamente
em cada grupo analisado. Esse numero foi obtido no banco de dados rrnDB versao
5.7 (https://rrndb.umms.med.umich.edu/) (Z. M. P. Lee et al., 2009; Stoddard et al.,
2015). Os numeros de rrn utilizados estdo representados na tabela 2.

3.21- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A dosagem de SCFA foi feita a partir de extrato aquoso de fezes de
camundongos. As fezes foram pesadas e padronizadas a 100mg. Foi adicionado
1ml de &gua acidificada (ph 2) e centrifugadas a 14000rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado, filtrado em filtro de 0,22um e
armazenado em freezer -20°C. Um volume de 300ul de amostra foi colocado em
tubos de vidro de 1ml.

Os SCFA dosados foram acetato, propionato, butirato e lactato através de
HPLC-UV/Vis 210nm. A coluna utilizada é SUPELCOGEL#C-610H (59320-U). Essa
coluna utiliza como método cromatografico a exclusdo ibnica. A técnica foi
padronizada com 6 pontos de calibracdo de cada SCFA: 25000 uM, 12500 uM, 5000
MM, 1000 uM, 125 pM, 5 puM.

Caracteristicas da corrida: Fase movel: H,SO, 0,01N, Volume injetado: 80

uL, Temperatura: 40°C, Fluxo: 0,6 mL/min, Pressao: 23 kgf/cmz

3.22- Analise do perfil da microbiota por meios seletivos.

O conteudo intestinal foi coletado de todo o trato gastrointestinal dos animais
e diluido em 4 concentracdes (2x, 4x, 6x e 8x) em PBS 1x. As diluicdes foram
plaqueadas em placas petri contendo meios de cultura seletivos e deixados 24h em
estufa de anaerobiose ou aerobiose em temperatura ambiente. Apos 24h as
unidades formadoras de colbnias (UFC) foram contadas e analisadas. Para
plagueamento foram utilizados os meios BBE (Bacteroides Bile Esculina), BHI (Brain

Heart Infusion) suplementado com extrato de levedura, Agar sangue suplementado
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com extrato de levedura, Agar MacConkey, Manitol, Agar Sabouraud com
cloranfenicol, MRS (Agar de Man Rogosa e Sharpe).

3.23- Fixacdao dos tecidos para analises morfologicas

Os intestinos delgados dos camundongos foram coletados, armazenados em
cassetes previamente identificados e embebidos em solugdo de formol 10%. Os
tecidos foram desidratados com etanol e xilol, incluidos em parafina e cortados em

micrétomo em seccdes histoldgicas de 4 um, que foram coradas para as analises.

3.24- Coloracéo das laminas histologicas
Para coloracdo com HE, os tecidos foram desparafinizados em xilol, e
rehidratados e banhos de concentracfes decrescentes de etanol e corados com

hematoxilina e eosina.

3.25- Contagem de eosinoéfilos

Imagens foram capturadas pelo scanner das laminas histologicas coradas
com HE. A contagem dos eosinofilos infiltrados na mucosa do jejuno proximal foi
realizada no aumento de (40X) em 5 campos aleatérios. O resultado foi expresso

como a média dos eosindfilos de cada animal.

3.26- Analise estatistica

As medidas realizadas foram comparadas, estatisticamente, através da
andlise de variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a
significAncia entre os grupos. O valor P considerado com diferenca significativa foi >
0,05. Foi utilizada o teste T student para comparacao de graficos contendo apenas 2

grupos.
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4. RESULTADOS
4.1- Lactococcus lactis NCDO2118 tem papel anti-inflamatorio na colite por
DSS

O modelo de colite induzida por DSS é considerado adequado para investigar
algumas caracteristicas da patogénese e terapias de tratamento eficazes, j& que
causa a ruptura na homeostase intestinal. Terapias com bactérias probidticas estéo
sendo usadas para tratar a colite e reverter seus sintomas deletérios ha mucosa
intestinal, portanto resolvemos verificar o papel anti-inflamatério da cepa L. lactis
NCDO2118 na colite induzida por DSS (Figura 10A). Camundongos receberam
solucdo de DSS 2% ad libitum durante 7 dias concomitante com a administragéo oral
de L. lactis NCDO2118 via gavagem, e ao 8° dia foram sacrificados (Figura 10A).
Esse modelo mimetizou a colite ulcerativa aguda em humanos e nos ajudou a
avaliar se a administracdo de bactérias probio6ticas possui efeito antiinflamatério na
fase onde os sintomas sao mais severos e mais presentes.

Um dos parametros clinicos alterados durante a colite ulcerativa € o peso
corporal (Melgar et al., 2007). A inducdo da doenca levou a queda de cerca de 10-
15% de peso corporal ap6s 7 dias de ingestdo exclusiva de DSS. Camundongos
tratados com L. lactis apresentaram menor perda de peso no sétimo dia (5-10%)
guando comparados ao grupo DSS (Figura 10B).

O aumento da permeabilidade intestinal € uma das caracteristicas que indica
ruptura da barreira epitelial e, consequentemente, desequilibrio da homeostase
tecidual (Diniz et al., 2005). Camundongos tratados com DSS possuem aumento
significativo da permeabilidade do intestino, porém notou-se que a bactéria preveniu
0 aumento da permeabilidade, quando administrada durante o desenvolvimento da
doenca (Figura 10D).

O escore inflamatdrio macroscopico é o conjunto dos sinais mais importantes
e caracteristicos da colite ulcerativa experimental, e leva em consideracdo: a
intensidade do sangramento presente nas fezes/reto, o grau de diarréia e o nivel de
perda de peso corporal (McCafferty et al., 2000). Como se esperava, 0 grupo naive
(n&o manipulado) apresentou escore igual a zero. O grupo doente (DSS) apresentou
0 maior escore, enquanto os animais tratados com as L. lactis apresentaram um
escore intermediario em relacdo aos grupos controles (Naive e DSS). O grupo naive

nao apresentou escore inflamatoério, ja que ndo possui a doenga. Ao se comparar 0s
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parametros do escore, separadamente, o tratamento com a L. lactis teve efeito

preventivo sob os trés parametros (Figura 10C e 10E).
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Figura 10. Efeito da administracao de L.lactis NCDO2118 na colite induzida por
DSS. (A) Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao modelo de colite ulcerativa
induzida por DSS durante 7 dias e tratados concomitantemente com a cepa L. lactis
subsp. lactis NCD0O2118. O peso dos animais foi aferido diariamente. O grupo naive
consistiu de animais ndo manipulados que ndo receberam nenhum tratamento,
também pesados. (B) A variacdo do peso diario foi obtida a partir da subtracdo com
o0 peso do primeiro dia, expresso em gramas. Para andlise estatistica, 0s grupos
foram comparados entre si em cada tempo experimental. (C) O grafico em barras é
dividido em cores que representam cada parametro do escore. O sangue nas fezes
(branco) e a diarréia (cinza) foram avaliados apos a retirada do célon no dia do
sacrificio. A perda de peso (preto) foi obtida comparando-se os valores do peso do
primeiro e do ultimo dia. Foi dado um escore de 0 a 4 para cada parametro
analisado. (E) O escore total foi obtido a partir da soma dos trés parametros. n= 5.
(D) 4 horas antes da eutanésia, os camundongos receberam uma solucéo contendo
9MTc.DTPA por gavagem. Apés 4 horas da administracdo de “™Tc-DTPA, os
camundongos foram sacrificados e a permeabilidade intestinal foi mensurada no
sangue atraveés da quantidade de radiacao apresentada em cada amostra. Realizou-
se o teste two way ANOVA e a diferenca estatistica foi representada por letras e
apontada com valor p <0,05. Valores representam meédia + dp.



61

4.2- Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 apresentou papel adjuvante
na inducao de tolerancia a OVA

Sabendo que a L. lactis NCDO2118 possui efeito anti-inflamatoério na mucosa
intestinal, resolvemos investigar se ela também possui efeito tolerogénico, utilizando
um modelo de TO a OVA.

O efeito tolerogénico seria caracterizado pela acéo sinérgica na supressao da
imunidade humoral e celular anti-OVA, desencadeada pela administracéo oral de L.
lactis NCDO2118 associada a OVA previamente a imuniza¢des i.p. contendo o
antigeno. O objetivo, entdo, foi testar se a L. lactis atuaria em conjunto com a OVA
otimizando a inducdo de tolerancia a esta proteina e atuando, entdo, como
“adjuvante” da TO.

Para testar esse efeito, desenhamos inicialmente um protocolo subétimo de
inducdo de TO a OVA que permitisse a identificacdo do efeito adjuvante da L. lactis
NCDO0O2118.

E descrito que o sucesso da TO depende de varios fatores, dentre eles: (1) a
dose do antigeno administrado via oral; (2) o nUmero de vezes que o antigeno é
administrado; (3) a forma de administracdo oral por gavagem ou por continuous
feeding (R. P. Oliveira et al., 2015).

Sabemos que a administracédo oral de doses altas do antigeno desencadeam
a TO de forma oOtima, enquanto doses baixas ndo sdo tdo eficazes para o
desenvolvimento da TO. Doses multiplas de gavagem também s&o mais eficientes
em gerar a TO, se comparadas com uma dose singular do antigeno via oral. Além
disso, também sabemos que a administracao do antigeno por continuous feeding na
mamadeira tem muito mais eficacia do que a gavagem (R. P. Oliveira et al., 2015).

Portanto, optamos por utilizar uma dose Unica de gavagem de OVA e
testamos 3 concentracdes baixas (1mg, 5mg e 10mg) para encontrarmos o protocolo
menos eficiente na inducado de TO, que chamamos aqui de “protocolo subétimo”.

Seria necessario um protocolo subétimo para observarmos o efeito de um
adjuvante que o otimizasse, portanto analisamos se a ingestdo de L. lactis como
adjuvante associada a uma unica dose OVA em baixa concentracdo seria um

tratamento eficaz para a inducdo de TO a OVA.
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Seria também necessario que a L. lactis fosse administrada em conjunto com
o antigeno (OVA) por via oral para que o efeito adjuvante fosse visualizado e
alcancassemos a inducéo 6tima da TO, mesmo frente a um protocolo subo6timo.

Diversos modelos experimentais do nosso grupo de pesquisa, como colite
(Luerce et al., 2014), encefalomielite (Rezende et al., 2013) e artrite (Gusmao-Silva
et al., 2020) utilizaram a administracdo oral de 4 dias de bactéria na mamadeira ad
libitum e obtiveram respostas anti-inflamatorias e tolerantes.

Dessa forma, a L. lactis foi administrada durante 4 dias e ao final do quarto
dia, uma gavagem de OVA foi dada aos animais. Apos 3 dias da administragdo do
antigeno, foram realizadas 2 imunizagBes com intervalo de 2 semanas entre elas.
Os animais foram eutanasiados uma semana apds a ultima imunizacdo (Figura
11A). O grupo salina recebeu apenas solucdo salina por gavagem e,
posteriormente, as imunizac¢des. O grupo OVA recebeu apenas a OVA por gavagem
e as imunizagdes. J& o grupo OVA+NCDO recebeu todo o protocolo completo. O
grupo naive foi utilizado como um controle negativo, no qual os animais beberam
agua durante todo o experimento e ndo sofreram nenhuma intervencado (Figuras
11B-C).

O principal parametro analisado na TO a OVA é seu efeito na supressédo da
resposta imune humoral especifica, ou seja, na producdo de imunoglobulinas anti-
OVA. A reducdo nos niveis dessas imunoglobulinas especificas para o antigeno
utilizado na imunizacdo sdo um parametro importante para a confirmacédo do
estabelecimento da TO. Optamos por analisar as imunoglobulinas das classes IgE e
IgG1l anti-OVA no soro, por serem imunoglobulinas produzidas apds a acao do
adjuvante em questéo, Al(OH)3; (R. P. Oliveira et al., 2015). Para a padronizacédo do
protocolo, foram testadas doses de 1mg, 5mg e 10mg de OVA por gavagem. A dose
de 5mg foi a escolhida pata testar o papel adjuvante da L. lactis ja que ela ndo era
capaz de induzir TO. No entanto, observamos reducéo estatisticamente significativa
na concentragao de IgG1-antiOVA no soro dos animais tratados com 5mg de OVA e
L.lactis NCDO2118 quando comparados com os animais do grupo tratado somente
com 5mg de OVA (Figuras 11B).

A administragdo de L.lactis NCDO2118 associada a OVA reduziu o nivel de
IgG1 e IgE anti-OVA no soro dos camundongos (Figuras 11B-C). Para confirmar
gue a cepa especifica L. lactis NCD02118 tem papel singular na TO, administramos

também uma cepa comercial utilizada como probidtica, L. lactis G25, associada a
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OVA, que nao mostrou o mesmo efeito na reducédo da resposta imune anti-OVA
(Figura 11H). Portanto, podemos afirmar que o papel da L. lactis NCD0O2118 foi
cepa especifica.

Para confirmar que o efeito supressor da bactéria nesse protocolo de TO é
tolerogénico, testamos a administracdo da L. lactis na auséncia de OVA oral.
Fizemos um grupo que n&o recebeu OVA por gavagem, mas apenas 4 dias de
bactéria na mamadeira, logo depois, recebeu normalmente as imunizacbes de
acordo com o protocolo (Figura 11H). Observamos nesse grupo, que a
concentracdo de anticorpos IgGl-antiOVA se manteve alta, demonstrando que a
bactéria sozinha ndo teve efeito na TO, mas somente a sua administracdo associada
a OVA foi capaz de induzir a TO. Concluimos com esse experimento que a L. lactis
NCDO2118 tem efeito tolerogénico quando administrada em conjunto com a OVA
via oral previamente as imunizacdes. Portanto, podemos definir aqui a L. lactis
NCDO0O2118 como adjuvante da TO a OVA.

O aumento de células T reguladoras € uma caracteristica importante no
estabelecimento da TO, por ter funcédo de suprimir células efetoras. Camundongos
tolerantes a OVA possuem frequéncias de células Treg LAP" ou Foxp3" aumentadas
(R. P. Oliveira et al., 2015).

Sabendo disso, verificamos a frequéncia dessas células (CD4"'CD25'LAP" e
CD4'CD25'FOXP3") nos linfonodos mesentéricos, 6rgdos linfoides que drenam
diretamente o intestino delgado, e no baco, ja que a TO tem um efeito tanto local
quanto sistémico. Verificamos que apenas a frequéncia de células Treg LAP" esteve
aumentada no grupo OVA+NCDO2118, mas ndo houve alteracdo na frequéncia de
células Treg FOXP3" (Figuras 11D-G). Concluimos com esse experimento que a
bactéria estudada aqui auxilia no processo de inducdo de TO via células Treg
CD4'CD25'LAP”, o que confirma seu papel como adjuvante da TO a OVA. Esse
aumento de células Treg LAP* foi semelhante ao encontrado em experimentos
previos realizados em nosso laboratério com a administragéo da L. lactis NCDO2118

em outros modelos experimentais (Luerce et al., 2014).
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Figura 11. Padronizacdo do protocolo subdtimo de inducédo de tolerancia oral.
(A) Camundongos C57BL/6 foram imunizados i.p. com 10ug de OVA + 1mg de
Al(OH)3, 14 dias depois receberam imunizacdo secundaria com 10ug de OVA +
200ul de salina e foram eutanasiados 7 dias ap6s a imunizag¢do secundaria. O grupo
naive consistiu de animais ndo manipulados. Os animais do grupo salina receberam
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gavagem de solucédo salina 7 dias antes da imunizacdo. Os animais do grupo OVA
receberam gavagem de OVA e o0s animais dos grupos OVA+NCDO2118 e
OVA+G25 receberam administracdo da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 ou
da bactéria de uso comercial L. lactis subsp lactis G25 na mamadeira durante 4 dias,
respectivamente, e a gavagem de OVA no 4° dia sendo imunizados 7 dias depois.
(B,C) Niveis de IgG1 e IgE anti-OVA no soro dos animais foram medidos por ELISA
apos a eutanasia. Foram testadas 3 doses de OVA (1mg, 5mg e 10mg) para
padronizacao do protocolo. As barras representam a média + erro padrao da média
(e.p.m). (n= 5) da absorvancia obtida ou da somatoéria das absorbancias. ***P<
0,0001; ***P= 0,0008; *P =0,0180. Os resultados representam a soma de trés
experimentos independentes. (D-G) Frequéncia de linfécitos CD4'CD25'LAP" e
CD4"CD25"FOXP3" no baco e MLN dos camundongos. (H) Niveis de IgG1 anti-OVA
no soro dos animais ap6s o protocolo de TO com dose de 5mg de OVA comparando
a administracdo da bactéria L. lactis subsp lactis G25 de uso comercial e grupo
salina + NCD0O2118. Os resultados foram expressos através da média + e.p.m,
(n=5), *p=0,005. A média do grupo Naive é representada como uma linha para
referéncia, ndo interferindo na andlise estatistica.

4.3- O efeito adjuvante da Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118

envolveu o lactato e seus receptores

Sabendo-se que a cepa L. lactis NCDO2118 tem efeito tolerogénico na TO
auxliiando na geracdo de células Treg LAP®, decidimos analisar qual seria o
componente principal presente nessa bactéria responsavel por esse efeito.

Para extrairmos o0s compostos produzidos/secretados pela L. lactis
NCDO2118, a bactéria foi cultivada durante 20h, e o sobrenadante da cultura foi
coletado para ser administrado aos animais. Ali continham os produtos secretados
pela L. lactis diluidos no meio de crescimento. O meio foi centrifugado para que néao
houvesse  presenca da bactéria ali. Acrescentamos esse  grupo
(OVA+Sobrenadante) para verificar se algum produto secretado pela bactéria no
momento do cultivo poderia ter efeito semelhante no desenvolvimento da TO. Os
animais receberam 4 dias de sobrenadante na mamadeira ad libitum previamente ao
protocolo de TO. Conforme demonstrado estatisticamente, a administracdo de
sobrenadante associado a gavagem de OVA foi eficaz na supressao da resposta de
IgG1 e IgE anti-OVA se comparado ao grupo OVA+NCDO02118 (Figuras 12A e 2B).

Sabemos que o maior produto secretado pela L. lactis € o lactato, por ser uma
bactéria que realiza fermentacdo lactica. A L. lactis € homolactea, ou seja, cem por

cento do seu produto de fermentagdo consiste em acido latico (Donohue &
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Gueimonde, 2011). Assim, investigamos o efeito do principal componente secretado
no meio de cultivo da bactéria: o lactato. Conforme observado em estudo de modelo
de injuria intestinal, a administragcdo de lactato ad libitum aos camundongos na
concentracdo de 15mM apresentou efeitos anti-inflamatorios e protetores da mucosa
intestinal (Watanabe et al., 2009). Portanto administramos o lactato em 2 doses
diferentes (15mM e 50mM) na mamadeira (Figura 12F). Apenas 0 grupo
OVA+Lactato50mM teve uma resposta estatisticamente significativa na supressao
de IgG1 anti-OVA, sendo semelhante ao grupo OVA+NCD0O2118. Porém o grupo
OVA+Lactatol5mM nao teve papel tolerogénico. Isso indica que apenas na
concentracdo de 50mM o lactato foi capaz de atuar como adjuvante da TO (Figura
12F).

Para verificar se algum outro componente da L. lactis NCDO2118 que néo é
secretado, mas esta presente em sua parede celular também tem efeito
tolerogénico, administramos a bactéria morta por irradiacdo ou por calor (Figuras
12D-E) (Adams, 2010; Rachmilewitz et al., 2004). A bactéria morta por calor se
desnatura, se rompe e expde 0 que esta em seu citoplasma. Ja a bactéria morta por
irradiacdo mantém sua parede celular intacta, o que permite a exposi¢ao de todos os
antigenos presentes em sua superficie (Adams, 2010; Rachmilewitz et al., 2004).
Verificamos que os dois tratamentos também auxiliam na supresséo de IgG1 e IgE
ant-OVA e sdo semelhantes ao grupo tratado com a bactéria viva
(OVA+NCDO02118) (Figuras 12D-E).

Entéo, extraimos essas proteinas de superficie e administramos via gavagem
nos camundongos (OVA+SPtn) previamente ao protocolo para verificar se elas
também auxiliam na TO (Figura 12C). Nao obtivemos diferencas estatisticamente
significativas nesse grupo.

Esses dados sugerem que pode existir mais de um componente da L. lactis
NCDO2118 atuando em conjunto para que ocorra a inducdo de TO. Por isso,
acrescentamos mais um grupo onde foram administradas as proteinas de superficie
associadas ao LactatolsmM (OVA+SPtn+Lactatol5mM), onde também néo

verificamos nenhum efeito supressor na IgG1 anti-OVA (Figura 12C).
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Figura 12. Analise de componentes bacterianos que podem auxiliar na TO.
Camundongos C57BL/6 foram imunizados para a inducdo de TO a OVA. O grupo
salina recebeu gavagem de solucdo salina e foi imunizado. O grupo OVA recebeu
gavagem de OVA e foi imunizado. O grupo OVA+NCDO2118 recebeu administracao
da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira durante 4 dias, uma
gavagem com 5mg de OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. A significancia da
diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste ANOVA.*p<0,1; ** p<0,05; ***
p<0,01. (A-F) Concentracéo de IgG1 e IgE anti-ova no soro dos animaismedidos por
ELISA em comparagdo com os grupos controle. (A,B) O grupo OVA+sobrenadante
recebeu o meio filtrado apds cultivo da bactéria; (D,E) o grupo OVA+Irrad recebeu as
bactérias mortas por irradiacdo diluidas em salina; o grupo OVA+Calor recebeu as
bactérias mortas por calor diluidas em meio salina; (C) o grupo OVA+SPtn recebeu
as proteinas de superficie das bactérias diluidas em salina, por gavagem; o grupo
OVA+SPtn+Lactatol5mM recebeu as proteinas de superficie das bactérias diluidas
em solucédo de lactato 15mM; (F) o grupo OVA+Lactatol5mM recebeu a solucéo de
lactato 15mM diluida na agua de beber dos camundongos ad libitum ; o grupo
OVA+Lactato50mM recebeu a solugcéo de lactato 50mM diluida na agua de beber
dos camundongos ad libitum (n=5).

Sabendo que o efeito adjuvante da bactéria estad relacionado tanto com

componentes presentes na sua membrana quanto com produtos secretados por ela,
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optamos por aprofundar nossas andalises com foco no lactato, ja que é um acido
organico que estd sendo bastante estudado por seus efeitos antiinflamatérios na
mucosa intestinal. Camundongos geneticamente deficientes em GPR81 (receptor do
lactato) apresentam uma mucosa intestinal naturalmente inflamada, com maior
infiltrado celular. Em modelo de colite por DSS com esses animais, eles apresentam
um escore histoldgico mais alto e uma baixa capacidade na diferenciacéo de células
Treg, o que reforca papel anti-inflamatério do lactato e do seu receptor
(Ranganathan et al., 2018).

Recentemente foi descrito que outro receptor do lactato, GPR31, presente em
macréfagos residentes que expressam CX3CR1 tem papel importante em estimular
a captacao de antigenos do lumem para que essas células entreguem as células
dendriticas presentes na LP. Esse estudo demonstrou que na presenca de acido
lactico esses macrofagos intensificam o seu papel imune no intestino (Morita et al.,
2019). Concluimos que esses dois receptores sdo importantes para que o lactato
exerca seu papel na mucosa intestinal. Sabendo disso, analisamos a sua expressao
no intestino delgado (Figuras 13A-B). Observamos que 0s animais do grupo
OVA+NCDO02118 apresentaram maior expressao dos dois receptores, sugerindo o
envolvimento destes na TO a OVA (Figura 13A-B).

Ao avaliar o papel do receptor do lactato GPR81 na homeostase intestinal, um
estudo utilizou o agonista do receptor em camundongos submetidos ao modelo de
colite por dextran sulfato de sodio. Concluiu-se que a ativacdo de GPR81 suprimiu a
inflamacéao intestinal promovendo funcdes reguladoras nas células apresentadoras
de antigenos e aumentando a indugéo de células Treg principalmente produtoras da
citocina IL-10 (Ranganathan et al., 2018).

Em nossos resultados prévios, a expressdao de GPR81 estava aumentada em
camundongos tolerantes para OVA, portanto resolvemos avaliar se a inibicdo ou
ativacdo desse receptor esta envolvido com prejuizos ou beneficios na inducao de
TO a OVA. Sendo assim, os camundongos foram tratados com o agonista do
GPR81 juntamente com a administracdo oral de OVA previamente as imunizacdes
(OVA+agonista). Outro grupo de animais recebeu o antagonista de GPR81
associado a administracao oral de bactéria e OVA para avaliarmos se a bactéria
perde seu efeito adjuvante quando a ativacio do GPR81 é inibida
(OVA+NCDO2118+Antagonista) (Figura 13C).
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Ao analisarmos a producdo de IgGl anti-OVA, observamos que a
administracdo do agonista de GPR81 associada a OVA foi suficiente para a indugéo
eficaz de TO. Da mesma forma, o antagonista inibiu o efeito tolergénico da bactéria
impedindo a supressdo da resposta anti-OVA mesmo na presenca da bactéria
(Figura 13C). Assim, concluimos que o lactato e seus receptores GPR81 e GPR31

sao essenciais para o efeito adjuvante da L.lactis na inducéo de TO a OVA.
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Figura 13. Analise do papel dos receptores do lactato GPR81 e GPR31 na TO.
Camundongos C57BL/6 foram imunizados para a indugcdo de TO a OVA. O grupo
salina recebeu gavagem de solucao salina e foi imunizado. O grupo OVA recebeu
gavagem de OVA e foi imunizado. O grupo OVA+NCDO2118 recebeu administragéo
da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira durante 4 dias, uma
gavagem com 5mg de OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. A significancia da
diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste ANOVA.*p<0,1; ** p<0,05; ***
p<0,01. (A) Expressdo de genes do receptor GPR81 e (B) GPR31 no intestino
delgado dos camundongos. O grupo Naive NCDO2118 representa animais que
receberam 4 dias de bactéria ad libitum na mamadeira e foram eutanasiados ao final
do 28° dia juntamente com 0s outros grupos. O grupo naive consistiu de animais néao
manipulados e que beberam agua durante todo o experimento. A média dos grupos
Naive e Naive+NCDO2118 foi representada como uma linha para referéncia, néo
interferindo na analise estatistica. (C) Animais foram tratados com o antagonista ou
0 agonista do GPR81 via gavagem antes da administracao de OVA. (n=5)
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4.4- O efeito adjuvante da Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118
envolveu aumento na frequéncia das células dendriticas tolerogénicas e

dos macréfagos residentes

Entre os principais subconjuntos de células dendriticas CD11c", estdo as
subpopulagdes de DCs residentes (CD8a"'CD11b™CD103" e
CD8a"CD11b"CD103") e as DCs migratérias convencionais (CD103"CD11b",
CD103"CD11b*, CD103'CD11b") (Joeris et al., 2017; Kelsall, 2008). Inicialmente
mensuramos aqui as populacdes de DC migratérias nos MLN compartimentalizados
de camundongos submetidos ao protocolo de TO.

As células dendriticas intestinais de perfil tolerogénico sdo conhecidas por
expressar a integrina CD103 em sua supeficie. E descrito que essas células
dendriticas tolerogénicas (CD103'CD11b’) sdo muito importantes para o
desenvolvimento da TO (L. C. Oliveira et al., 2014). Elas sdo responsaveis por
captar antigenos no limen intestinal e apresenta-los aos linfécitos Tnaive presentes
nos MLN, induzindo a diferenciacdo desses linfécitos em Treg. Nossos resultados
prévios demonstraram que a L. lactis NCD02118 foi capaz de induzir o aumento na
frequéncia de células Treg CD4'LAP" nos linfonodos mesentéricos (Figura 11E).
Portanto, investigamos se esse aumento na frequéncia de Treg se deveu a presenca
de células dendriticas tolerogénicas e qual é o local do intestino onde esse aumento
ocorre. Um estudo prévio do nosso grupo demonstrou que o principal segmento do
intestino envolvido na diferenciacdo de células Treg € o duodeno (Esterhazy et al.,
2019). Sabendo disso, resolvemos analisar os linfonodos drenantes de cada regiao
do intestino (duodeno, jejuno, ileo e colon) para visualizarmos a regido intestinal
onde a L.lactis NCD0O2118 atuaria preferencialmente (Figura 14).

Observamos uma maior frequéncia de células CD4'LAP* no duodeno e no
jejuno nos grupos OVA+NCDO02118 e OVA+Lactato50mM, regides proximais do
intestino (Figura 14D).
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Figura 14. Frequéncia de células dendriticas e linfécitos T CD4'LAP* nos MLN
compartimentalizados ap6és submissdo ao protocolo de TO. Camundongos
C57BL/6 foram imunizados para a inducdo de TO a OVA. O grupo salina recebeu
gavagem de solucgéo salina e foi imunizado. O grupo OVA recebeu gavagem de OVA
e foi imunizado. O grupo OVA+NCDO2118 recebeu administracdo da bactéria L.
lactis subsp. lactis NCD0O2118 na mamadeira durante 4 dias, uma gavagem com
5mg de OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. O grupo OVA+Lactato50mM
recebeu lactato na mamadeira durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de
OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. A significancia da diferenca entre os
grupos foi calculada pelo teste ANOVA.*p<0,1; ** p<0,05; *** p<0,01. Citometria de
fluxo foi usada para identificacdo fenotipica das células. (A-C) Frequéncia de perfis
de células dendriticas, CD103"CD11b'CD11c" (A), CD103'CD11b*CD11c” (B) e
CD103'CD11b'CD11c" (C) nos linfonodos compartimentalizados. (D) Frequéncia de
células Treg CD4'LAP" nos linfonodos compartimentalizados

A frequéncia de células dendriticas tolerogénicas (CD103*CD11b’) estavam
aumentadas nao sO6 nos linfonodos duodenais, como também no jejuno dos
camundongos que receberam tratamento com L.lactis NCDO2118 e Lactato (Figura
14A). Ja a frequéncia das células dendriticas pré-inflamatérias (CD103'CD11b%)
apresentaram uma reducdo também nos linfonodos que drenam o duodeno e o
jejuno nos grupos OVA+NCD0O2118 e OVA+Lactato50mM (Figura 14C).
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A frequéncia de células dendriticas intermediarias (CD103"CD11b") n&o
apresentou diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 14B). Essa célula é
conhecida como mais plastica e pode se diferenciar tanto em pro-inflamatorias
guanto em anti-inflamatorias (Price et al., 2015).

J4 que essas células estavam aumentadas nos linfonodos proximais,
avaliamos em seguida a frequéncia dessas células na LP de camundongos
submetidos ao protocolo de TO a OVA (Figura 15). Observamos que houve um
aumento na frequéncia de células CD103°'CD11b" e CD103'CD11b* na LP dos
animais que receberam administracdo de L. lactis NCDO2118 (Figura 15A-B),
enquanto as células dendriticas pro-inflamatérias (CD103" CD11b") apresentaram
reducdo (Figura 15C). Para avaliarmos se houve aumento na apresentacdo de
antigenos, fizemos a intensidade média de fluorescéncia do MHCII dessas células
na LP onde n&o observamos diferencas estatisticas (Figura 15D-E)

Com esses dados podemos concluir que a L. lactis NCD0O2118 atuou nas
regides proximais do intestino (duodeno e jejuno), principalmente, aumentando a
frequéncia de células Treg LAP*, das células dendriticas tolerogénicas que
expressam CD103", e reduzindo células dendriticas proinflamatétias CD103".

Concluimos que houve uma maior apresentagédo de antigeno ndo devido a um
aumento da expressdo de MHCII, mas sim devido a maior frequéncia de células
dendriticas tolerogénicas, sugerindo que este pode ser um mecanismo responsavel
pelo aumento da frequéncia de células Treg LAP™.

Sabe-se que macrofagos CX3CR1" residem em locais como a LP, e tem a
caracteristica de ndo migrar, mas auxiliar a apresentacdo de antigenos. Esses
macrofagos captam antigenos no lumen intestinal, processam esses antigenos e 0s
entregam as CD CD103" para que entdo elas migrem aos MLN e os apresente aos
linfécitos naive (Mazzini et al., 2014; O. Pabst & Mowat, 2012). Além disso, esses
macrofagos possuem capacidade de secretarem citocinas antiinflamatorias 1L10
(Takada et al., 2010), e na presenca de TGF-B, contribuem para a manutengéo da
homeostase intestinal (Denning et al., 2007; Smith et al., 2011). Por isso, esses

macrofagos podem ter papel importante na geracdo de Treg na TO a OVA.
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Figura 15. Frequéncia de células dendriticas e macréfagos residentes na LP
apo6s inducédo de TO. Camundongos C57BL/6 foram imunizados para a indugéo de
TO a OVA. O grupo salina recebeu gavagem de solucdo salina e foi imunizado. O
grupo OVA recebeu gavagem de OVA e foi imunizado. O grupo OVA+NCDO2118
recebeu administracdo da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira
durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de OVA/animal, posteriormente, foi
imunizado. A significancia da diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste
ANOVA *p<0,1; ** p<0,05; *** p<0,01. Citometria de fluxo foi usada para
identificacdo fenotipica das células. (A-C) Frequéncia de perfis de células
dendriticas, CD103"CD11b'CD11c” (A), CD103'CD11b*CD11c* (B) e CD103
CD11b'CD11c" (C) na lamina propria. (D-E) Intensidade média de fluorescéncia de
células dendriticas na LP. (F) Frequéncia de macréfagos residentes CX3CR1" na
LP.
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Portanto, analisamos a populacdo de macrofagos residentes intestinais
CX3CR1" (Figura 15F) e observamos aumento na frequéncia dessas células na LP
de camundongos tratados com OVA+NCDO2118.

Além disso, um estudo prévio demonstrou que um dos receptores do lactato,
GPR31, esta expresso nesses macréfagos residentes intestinais CX3CR1", e que na
presenca desse acido organico seu papel de captacdo de antigeno foi exacerbado
(Morita et al., 2019). Verificamos que a expressdo desse receptor GPR31 estava
aumentada (Figura 13B) no intestino de camundongos do grupo OVA+NCDO2118.

Esses dados demonstram que as alteracdes celulares geradas pela L. lactis
envolvem CD tolerogénicas e macréfagos residentes que sdo APCs
importantissimas para a geracdo de células Treg e para que a inducéo de TO ocorra

de maneira eficaz.

45- O efeito adjuvante da Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118
envolveu aumento na frequéncia das ILC2 e nao alterou populacdes de
linfécitos Th

Em uma proxima etapa, resolvemos avaliar as populacfes celulares de
células Thelper (Figuras 16A-C) e as ILCs (Figuras 16D-F).

Sabemos que as CD convencionais séo células apresentadoras profissionais
que direcionam n&o soé a diferenciacdo de células T CD4" reguladoras, mas também
das efetoras, incluindo Thil, Th2, Th17, além de células T CD8" também (Coombes
& Powrie, 2008). Ja as ILCs séo células semelhantes a linfocitos que ndo expressam
receptores de diversidade antigénica ou fazem rearranjo génico como linfécitos B ou
T, mas parecem ser particularmente importantes na regulacdo das barreiras
epiteliais. Elas sé&o classificadas em ILC1ls, ILC2s e ILC3s, e suas funcdes sao
analogas aquelas das células Thl, Th2 e Thl7 respectivamente (Klose & Artis,
2016).

Andlises estatisticas demonstraram que néo houve diferenca nas frequéncias
de células Thl, Th2 e Thl7 entre os grupos (Figuras 16A-C). Dentre as ILCs,
apenas a ILC2 apresentou aumento na frequéncia em camundongos que ingeriram a
L. lactis NCDO2118 (Figuras 16E). As frequéncias de ILC1 e ILC3 nado foram

comparaveis entre os grupos (Figura 16D e F).
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Figura 16. Efeito da L.lactis NCDO2118 no perfil de linfécitos Th e células
linfoides inatas na LP apés a indugdo de TO. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados para a inducdo de TO a OVA. O grupo salina recebeu gavagem de
solugdo salina e foi imunizado. O grupo OVA recebeu gavagem de OVA e foi
imunizado. O grupo OVA+NCDO2118 recebeu administracdo da bactéria L. lactis
subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de
OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. O grupo OVA+Lactato50mM recebeu
lactato na mamadeira durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de OVA/animal,
posteriormente, foi imunizado. Citometria de fluxo foi usada para identificacdo
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fenotipica de célula inatas e adaptativas. A significancia da diferenca entre os grupos
foi calculada pelo teste ANOVA.*p<0,1; ** p<0,05; *** p<0,01. (A-C) Frequéncia de
células adaptativas Tbet® TCD4" (Thl) (A), GATA3" TCD4" (Th2) (B) e
RORyT'TCD4" (Th17)(C) na LP. (D-F) Frequéncia de células inatas ILC1 (D), ILC2
(E) e ILC3 (F) na LP.

Estudos demonstram que as ILC2 estdo relacionadas ao remodelamento
intestinal por ser estimulada de maneira indireta por acidos organicos da microbiota
intestinal (Schneider et al., 2018).

Até aqui, os resultados indicam que os mecanismos adjuvantes da bactéria
envolvem prioritariamente células da imunidade inata como CDs, ILC2 e macréfagos
residentes CX3CR1". Tais dados confirmam um efeito da bactéria que envolve
células responsaveis pela homeostase intestinal e estd relacionado com
apresentacao e captacdo de antigenos, o que € um mecanismo importante para o

desenvolvimento da TO.

4.6- A administracao de L. lactis NCDO2118 altera a frequéncia de células na

mucosa intestinal de camundongos naive

Para conhecermos melhor os mecanismos pelos quais a L. lactis atua de
forma independente, foi necesséario avaliarmos seu efeito sem a presenca de um
protocolo de doenca ou intervencdo experimental. Por isso, administramos a
bactéria durante 4 dias ad libitum na mamadeira em camundongos naive. Apos 24
dias os animais foram eutanasiados. A frequéncia de CD, ILCs, linfécitos Treg LAP”
e macrofagos residentes CX3CR1" foram avaliadas (Figura 17).

A frequéncia de CD tolerogénicas (CD103*CD11b’) estavam aumentadas nos
linfonodos jejunais, indicando que pode existir uma atuagdo prévia da L. lactis
NCDO2118 na homeostase intestinal (Figura 17A). Nao foram observadas
diferencas nas frequéncias de outras popula¢des de CDs (Figura 17B-C).

Ao analisar as ILCs, observamos aumento apenas na frequéncia de ILC2
apos a ingestao exclusiva de L. lactis NCD0O2118 (Figura 17D).

Observamos também um aumento na frequéncia de macrofagos residentes
no jejuno e na LP de camundongos naive que receberam a administragdo exclusiva
de L. lactis NCDO2118 durante 4 dias (Figura 17E-F).
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Avaliamos o perfil de células Treg LAP* (Figura 17G-H) no baco e nos MLN

compartimentalizados de camundongos naive que receberam apenas a bactéria via

oral, porém ndo observamos nenhuma diferenca estatistica.
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Figura 17. Efeitos da administracdo de L.lactis NCDO2118 na mucosa intestinal
e nos MLN de camundongos naive. Camundongos C57BL/6 receberam 4 dias de
L. lactis subsp. lactis NCDO2118 ad libitum na mamadeira. Ao final do 4° dia, a
mamadeira foi substituida por 4gua e os animais foram sacrificados apds 24 dias
(grupo Naive NCD02118). O grupo naive consistiu de animais ndo manipulados que
beberam agua durante todo o experimento. Citometria de fluxo foi usada para
identificacdo fenotipica de CD, Innate lymphoid Cells (ILC), macrofagos residentes
(CX3CR1") e Treg CD4'LAP". A significancia da diferenca entre os grupos foi
calculada pelo teste ANOVA.*p<0,1 e teste T student para comparar grupos Naive e
Naive NCDO2118.*p<0,1; ** p<0,05; *** p<0,01. (A-C) Frequéncia de perfis de
células dendriticas, CD103'CD11b’CD11c" (A), CD103'CD11b'CD11c* (B) e
CD103'CD11b"CD11c” (C) nos linfonodos compartimentalizados. (D) Frequéncia de
células inatas ILC1, ILC2 e ILC3 na LP. (E) Frequéncia de macrofagos residentes
CX3CR1" nos linfonodos compartimentalizados e na (F) LP. (G) Frequéncia de
células Treg CD4'LAP" nos linfonodos compartimentalizados e no (H) baco.

Esses resultados sugerem que a L. lactis NCDO2118 pode ter um papel no
estabelecimento de um ambiente mais tolerogénico no intestino que contribuiria na
inducdo de TO quando o antigeno for administrado pela via oral.

Experimentos realizados com L. lactis marcado com GFP (proteina verde
fluorescente) observaram que a L. lactis se aloja no intestino por apenas 48h
(Mancha-Agresti et al., 2017), ndo sendo mais possivel visualizar sua presenca ali
72h depois. Isso indica que, em nosso estudo, no momento da eutanasia (24 dias
depois), a bactéria L.lactis ndo se encontrava mais no intestino e a alteracdo na
frequéncia de células observada pode se explicar por modificacbes que a L. lactis
promoveu na mucosa intestinal e possivelmente no perfil microbiano intestinal.

Para testar essa hipétese, avaliamos o perfil da microbiota e o perfil de &cidos
organicos produzidos no intestino, jA que, de alguma forma a L. lactis promoveu
modificacbes duradouras na mucosa intestinal mesmo depois de seu

desaparecimento (Figuras 18 e 19).

4.7- A administracdo de L. lactis subsp. lactis NCDO2118 alterou o perfil da

microbiota intestinal

Sabemos que a base para diversas doencgas humanas pode estar relacionada
a dieta e as acdes de microorganismos comensais intestinais e seus metabolitos
(Errea et al., 2016). Além disso, é descrito que a administracdo de bactérias

probibticas e antiinflamatorias levam a modulagédo intestinal (Azad et al., 2018).
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Portanto, resolvemos analisar o efeito da L. lactis NCDO2118 no perfil da microbiota
e na concentracdo de acidos organicos intestinais.

Analisamos o perfil microbiano dos animais de duas formas. A microbiota foi
primeiramente analisada pela metodologia microbiolégica de crescimento de
bactérias em meios seletivos (Charlet et al., 2018) para avaliarmos se havia
alteracdo no perfil microbiano geral. Animais do grupo OVA apresentaram total de
colénias maior do que os demais grupos (Figura 18A), com destaque no
crescimento aumentado de microorganismos aerobios no meio manitol (onde
crescem Staphylococcus patogénicos) e no &4gar sangue (onde crescem variados
tipos de bactérias, fungos e leveduras) (Figura 18C). O fato do grupo OVA+NCDO
apresentar um perfil microbiano semelhante ao grupo Naive demonstra que ha uma
restauracdo da homeostase intestinal possivelmente desequilibrada pela

administrac@o do antigeno OVA via oral (Figura 18C).
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Figura 18. Analise de perfil microbiano intestinal por meios seletivos. Animais
submetidos ao protocolo de TO a OVA. O grupo naive consistiu de animais nao
manipulados. O grupo Naive NCDO2118 foram animais naive que receberam a
bactéria na mamadeira por 4 dias como Unica intervencdo. O grupo salina recebeu
gavagem de solucgéao salina e foi imunizado. O grupo OVA recebeu gavagem de OVA
e foi imunizado. O grupo OVA+NCDO recebeu administracdo da bactéria L. lactis
subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de
OVA/animal, posteriormente, foi imunizado. Todos os animais foram eutanasiados
no 28° dia. As barras representam a média + erro padrdo da média (e.p.m). (n=5) da
absorvancia obtida ou da somatoéria das absorbancias. A significancia da diferenca
entre os grupos foi calculada pelo teste ANOVA.**P= 0,05; *P <0,1. (A-C) Foi
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realizado teste de crescimento microbiano através de cultivo do contetudo intestinal
em meios seletivos. Gréficos representativos contendo a quantidade de CFU
cultivada em (A) todos os meios ou (B) em meios mantidos em anaerobiose ou (C)
em aerobiose por 24h.

Um ponto importante a ser destacado é que a OVA utilizada n&o era livre de
lipopolissacaride (LPS), uma endotoxina com comprovados efeitos estimulatorios em
células imunes (Tsuchiya et al., 2012). Assim, pode ser que a contaminacdo do
antigeno administrado por via oral por LPS tenha exercido um efeito no perfil de
microbiota patogénica no grupo tratado com OVA via oral. Mesmo assim, a
administrac@o da bactéria L.lactis NCD0O2118 foi capaz de manter a homeostase da
microbiota no grupo OVA+NCDO.

Ao avaliarmos os meios em anaerobiose nao foram encontradas diferencas
estatisticas (Figura 18B).

Sabendo entdo que houve certa alteracdo no perfil da microbiota, passamos
para uma analise mais especifica de filos e géneros de bactérias nas fezes pelo
método de gPCR (Miranda et al., 2019). Observamos que o total de bactérias
presentes no grupo OVA+NCDO estava aumentado se comparado com 0O grupo
OVA (Figura 19A). Isso pode demonstrar que o perfil microbiano observado por
meios seletivos provavelmente estava aumentado no grupo OVA devido a outros
microorganismos (leveduras e fungos) que ndo sejam bactérias (Figura 18A).

Ao avaliarmos os filos bacterianos, observamos aumento em Bacteroidetes no
grupo OVA+NCDO quando comparado aos grupos controles (Figura 19D) e reducgéo
de Firmicutes quando comparado ao grupo Naive (Figura 19C).

Os dois filos bacterianos mais importantes e abundantes no trato
gastrointestinal sdo os Firmicutes e os Bacteroidetes, que representam 90% de toda
a microbiota intestinal. A razéo Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) possui uma influéncia
importante na manutencao da homeostase intestinal normal. Geralmente quando ela
estd aumentada ou reduzida, ha disbiose e consequentemente susceptibilidade a
varias patologias (Stojanov et al., 2020). Estudos com disbiose causada por
obesidade indicam que individuos que possuem uma razdo F/B maior que 1 séo
mais provaveis de possuir sobrepeso do que aqueles que possuem razdo F/B menor
gue 1 (Koliada et al., 2017).

Notamos que houve diminuigdo na razdo F/B de animais que ingeriram a L.

lactis NCDO2118 se comparados aos grupos controle, o que esta relacionado a
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modulacdo da microbiota intestinal (Figura 19E). A razdo Firmicutes/Bacteroidetes
dos camundongos se manteve préximo de 1.

N&do houve diferencas estatisticamente significativas no filo Actinobacteria
(Figura 19B).
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Figura 19. Analise do perfil da microbiota intestinal por qPCR. Camundongos
C57BL/6 foram imunizados i.p. com 10ug de OVA + 1mg de Al(OH)3, 14 dias depois
receberam imunizacdo secundaria: 10ug de OVA + 200ul de salina e foram
eutanasiados 7 dias ap0s a imunizagdo secundaria. O grupo naive consistiu de
animais ndo manipulados. O grupo naive NCDO2118 recebeu apenas o tratamento
com bactéria e foi sacrificado. O grupo salina recebeu gavagem de solucao salina e
as imunizacfes. O grupo OVA recebeu gavagem de OVA e foi imunizado. O grupo
OVA+NCDO2118 recebeu administracdo da bactéria L. lactis subsp. lactis
NCDO2118, receberam a gavagem de OVA e posteriormente foram imunizados. As
barras representam a média + erro padrdo da média (e.p.m). (n=5) da absorvancia
obtida ou da somatéria das absorbancias. A significancia da diferenca entre os
grupos foi calculada pelo teste ANOVA.**P= 0,05; *P <0,1 (A) Quantificacdo de
bactérias nas fezes dos camundongos foram avaliadas por analises de gPCR.
Abundancia relativa de Actinobactéria (B), Firmicutes (C) e Bacteroidetes (D) nas
fezes dos camundongos. (E) Razado firmicutes bacteroidetes. (F) Grafico
representativo demonstrando a alteracao de perfil dos filos entre os grupos. (G-H)
Abundancia relativa de géneros bacterianos de Enterococcus e Lactobacillus.

Na andlise de géneros, verificamos que Enterococcus e Lactobacillus sdo dois
dos géneros que estavam diminuidos dentro do filo Firmicutes no grupo OVA+NCDO
se comparado aos controles (Figura 19G-H). Porém observamos aumento nessas
bactérias em camundongos naive que receberam a bactéria (Figura 19G-H). As
andlises demonstram que a L. lactis modula a microbiota intestinal dependendo do
efeito desencadeado pelo sistema imune. Entretanto, serdo necessarias mais
analises com géneros de outros filos para compreendermos melhor esse perfil

microbiano modulado pela L. lactis NCDO2118.

4.8- A administragdo de L. lactis subsp. lactis NCDO2118 modulou a
producao de metabdlitos nas fezes dos camundongos

Sabemos que a microbiota é capaz de fermentar fibras dietéticas e produzir
compostos metabolicos no trato gastrointestinal. O lactato € um sal derivado do
acido latico, um &cido organico formado a partir do produto de fermentacdo das
bactérias da microbiota. E descrito na literatura que encontramos naturalmente uma
concentracdo de 10mM de lactato no nosso intestino (Errea et al., 2016) e que sua
administracdo por via oral apresenta efeitos antiinflamatérios (Watanabe et al.,
2009). Além disso, sabe-se que a microbiota também € capaz de produzir acidos

graxos de cadeia curta, conhecidos como acetato, propionato e butirato, e que sua
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concentracdo intestinal normal é em média 60:20:20mM (acetato:propionato:butirato)
(Iraporda et al., 2015). Esses compostos sdo capazes de modular funcdes celulares
através da inibicdo da atividade desacetilase em histonas e afeta a transcricdo
génica através da ativacdo dos receptores acoplados a proteinas G (“sensores
metabdlicos”) (Macia et al., 2015). A administracdo desses metabdlitos produzidos
por algumas bactérias da microbiota por via oral também apresentam efeitos
antiinflamatoérios em diversos modelos de doenca (Macia et al., 2015; Watanabe et
al., 2009).

Inicialmente investigamos se tais acidos organicos estavam alterados nas
fezes dos camundongos atraveés do método de HPLC. Animais naive que receberam
apenas o tratamento com a bactéria apresentaram aumento na concentracdo de
acetato, lactato, butirato e propionato nas fezes (Figuras 20A-D). Porém,
observamos que a concentracdo de acetato reduziu nos grupos OVA+NCDO e
OVA+Lactato submetidos ao protocolo de TO em comparagdo ao grupo salina
(Figura 20A). Por outro lado, a concentracdo de propionato e de lactato
aumentaram nesses grupos em comparacdo ao grupo salina (Figura 20B e 11D).
N&o houve alteragbes nas concentragdes de butirato em nenhum grupo submetido
ao protocolo de TO (Figura 20C).

Uma hipétese para esse resultado é que o perfil da microbiota intestinal é
modulado de forma que estimule o crescimento das bactérias que consomem
acetato e daquelas que produzem propionato e lactato (MOENS et al, 2017).

Analisamos a producéo de acidos organicos pela propria L. lactis NCD0O2118
em seu meio de cultura (Figura 20E-G) para verificar se ela por si s6 ja consegue ter
um efeito anti-inflamatoério, sem levar em consideracdo sua influéncia na modulagéo
da microbiota intestinal. Foi observado reducédo na concentracdo de acetato (Figura
20E) e aumento no lactato do meio (Figura 20F). Nao foram encontrados niveis de
butirato e propionato no meio. Esse resultado indica que provavelmente a L. lactis
consome acetato do meio para realizar a sua fermentacdo e produzir lactato, porém
nao produz butirato ou propionato.

Observamos que, se administrada em camundongos naive, a bactéria tem o
papel de aumentar a concentracdo dos acidos organicos intestinais através da
modulacdo da microbiota, gerando um ambiente anti-inflamatorio. Ja na presenca do
antigeno OVA, a L. lactis NCDO2118 tem a capacidade de modular a microbiota de

forma diferente, provavelmente levando a sobrevivéncia de um perfil microbiano que
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consome acetato e produz propionato e lactato. Provavelmente esse perfil esti

relacionado com o papel tolerogénico da L. lactis NCDO2118. Serdo necessarias

mais analises para confirmar essa hipotese.
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Figura 20. Analise de acidos organicos nas fezes e meios seletivos de
bactérias intestinais. Animais submetidos ao protocolo de TO a OVA. O grupo
naive consistiu de animais ndo manipulados. O grupo Naive NCDO2118 foram
animais naive que receberam a bactéria na mamadeira por 4 dias como Unica
intervencdo. O grupo salina recebeu gavagem de solucédo salina e foi imunizado. O
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grupo OVA recebeu gavagem de OVA e foi imunizado. O grupo OVA+NCD02118
recebeu administracdo da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 na mamadeira
durante 4 dias, uma gavagem com 5mg de OVA/animal, posteriormente, foi
imunizado. O grupo OVA+Lactato recebeu 50mM de lactato na mamadeira ad libitum
antes da gavagem de OVA. Todos os animais foram eutanasiados no 28° dia. As
barras representam a média + erro padrdo da média (e.p.m). (n= 5) da absorvancia
obtida ou da somatéria das absorbancias. A significancia da diferenca entre os
grupos foi calculada pelo teste ANOVA.*P= 0,05; *P <0,1. (A-D) Andlise da
concentracdo de acidos organicos foi feita por HPLC. Concentracdo de (A) acetato,
(B) propionato, (C) butirato e (D) lactato no extrato das fezes dos animais.
Concentracao de (E) acetato e (F) lactato presentes no meio de cultivo da L. lactis
NCDO2118 apd6s 20h de crescimento, comparado com o meio M17 sem a presenca
de L. lactis NCD0O2118. Nao foram encontrados valores para butirato e propionato
nesta analise. (G) Desenho representativo demonstrando a curva da HPLC com o
pico do lactato.

4.9- Tratamento com L. lactis subsp. lactis NCDO2118 melhorou parametros
da alergia alimentar a OVA

Ao observarmos papel adjuvante da L. lactis NCDO2118 na TO, avaliamos
esse efeito em modelo de alergia alimentar a OVA.

Camundongos receberam administracdo de L. lactis na mamadeira durante 4
dias e ao final do quarto dia, uma gavagem de OVA foi dada aos animais. Apos 3
dias da administracdo do antigeno, foram realizadas 2 imunizac6es com intervalo de
2 semanas entre elas. 1 semana ap0s a ultima imunizacdo, os animais foram
desafiados oralmente com solucdo contendo clara de ovo 20%. Os animais foram
eutanasiados ao final do desafio oral (Figura 21A). O grupo salina recebeu apenas
solucdo salina por gavagem e, posteriormente, as imunizacdes. O grupo OVA
recebeu apenas a OVA por gavagem e as imunizacfes. Ja o grupo OVA+NCDO
recebeu todo o protocolo completo. O grupo naive foi utilizado como um controle
negativo, no qual os animais beberam agua durante todo o experimento e nao
sofreram nenhuma intervencao

A administragédo de L.lactis NCDO2118 associada a OVA reduziu o nivel de
IgE total e IgG1 total no soro dos camundongos (Figuras 21B-C) se comparados ao
grupo salina, confirmando seu efeito adjuvante. A frequéncia das células Treg LAP”
(Figura 21D) aumentaram, enquanto Foxp3® (Figura 21E) n&o alteraram em grupos
tratados com a bactéria. Esses dados indicam potente efeito da bactéria na

supresséao da alergia alimentar.
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Figura 21. Analise do efeito adjuvante da L. lactis NCDO2118 na inducéo de
tolerancia oral em modelo de alergia alimentar a OVA. Camundongos C57BL/6
foram imunizados i.p. com 10ug de OVA + 1mg de AI(OH)3, 14 dias depois
receberam imunizacdo secundéria: 10ug de OVA + 200ul de salina. Apés 7 dias
foram submetidos a desafio oral com solucdo de clara de ovo 10% e eutanaziados
apos 2 semanas de desafio oral. O grupo naive consistiu de animais nao
manipulados. O grupo salina recebeu gavagem de solucdo salina. O grupo OVA
recebeu uma gavagem de OVA. O grupo OVA+NCDO2118 recebeu administragéo
da bactéria L. lactis subsp. lactis NCDO2118 durante 4 dias Mais 1 gavagem de
OVA. Todos os grupos foram imunizados e desafiados exceto o grupo naive. (A)
Protocolo experimental de alergia alimentar a OVA. (B) Niveis de IgE total e (C) IgG1
total no soro dos animais medidas por ELISA. (D) Frequéncia de células Treg
CD4'LAP" e (E) CD4"Foxp3" medidas no bago dos animais por Citometria de Fluxo.
(F) Concentracao de SIgA no soro medida por ELISA. (G) Numero de eosindfilos
mensurados na histologia de intestino delgado. (H) Imagens representativas das
laminas histolégicas em HE do intestino delgado em aumento de 40x. Setas
demonstram eosinofilos presentes. As barras representam a média + erro padréo da
média (e.p.m). (n= 5) da absorvancia obtida ou da somatdria das absorbancias. A
significancia da diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste ANOVA. *P<0,1

E descrito na literatura que alguns probioticos tém a capacidade de aumentar
a Imunoglobulina A secretéria (SIgA) (Santos Rocha et al., 2014). A SIgA é
responsavel por se ligar a antigenos e microorganismos patogénicos e aprisiona-los
ao muco para prevenir seu contato direto com as células epiteliais intestinais
gerando uma resposta pro-inflamatoria (Oliver Pabst, 2012). O tratamento com a
bactéria ndo alterou concentragdes de SIgA. (Figura 21F).

Um dos parametros inflamatorios descritos no modelo de alergia alimentar é a
presenca de infiltrado eosinofilico no tecido (Saldanha et al., 2004).

Para avaliar o efeito da L. lactis NCDO2118 nesse parametro, foi realizada a
contagem dessas células na mucosa intestinal dos animais no aumento de 40X.
Apds o desafio antigénico, os animais do grupo Salina desafiados com a OVA
tinham um infiltrado de eosindéfilos maior dos outros grupos, demonstrando a
presenca de alergia alimentar a OVA. Animais tratados com L. lactis associada a
OVA previamente ao protocolo de alergia alimentar tiveram reducéo significativa dos
eosinofilos na mucosa intestinal (Figura 21G). Laminas histolégicas demonstram
esse resultado (Figura 21H)

Concluimos entdo que a L.lactis NCDO2118 é uma potente adjuvante da TO,

podendo ser usada também na prevencéao de alergia alimentar a OVA.
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5. DISCUSSAO

Inicialmente testamos o impacto modulador da bactéria L.lactis NCDO2118
em modelo experimental de colite induzida por DSS. Nesse modelo, observamos
que a L. lactis teve um efeito anti-inflamatério significativo melhorando os sinais
clinicos gerais da doenca como a perda de peso, a diarréia e o sangramento nas
fezes, e melhorarando a permeabilidade intestinal. O alvo do nosso estudo, no
entanto, era estudar a capacidade dessa bactéria em otimizar a indugdo de TO.
Observamos que além do seu efeito anti-inflamatoério, a bactéria teve um efeito
tolerogénico, pois sua administracdo em conjunto com o antigeno (OVA)
potencializou a supressdo humoral especifica para OVA além de atuar aumentando
a frequéncia de CDs com fendtipo tolerogénico e células Treg na mucosa intestinal.
Quando a bactéria foi administrada sozinha sem a presenca do antigeno por via oral,
nao houve efeito na supressdo humoral, o que indica que apenas o seu papel anti-
inflamatorio ndo foi capaz de gerar TO a OVA. Portanto, € importante que
entendamos que existem diferencas entre o efeito anti-inflamatério e o efeito
tolerogénico para compreendermos como a L. lactis atua.

A inflamacéo é uma resposta imune frente a uma lesdo ou a uma infec¢éo. Se
exacerbada, ela contribui para desenvolvimento de diversas doencas e é
caracterizada por estimular diversas células e moléculas como células efetoras,
producdo de citocinas inflamatorias, producdo de diversos mediadores e agentes
inflamatorios. O efeito anti-inflamatério é caracterizado por modulacado da resposta
imune inflamatéria atenuando mecanismos que causariam doenca. Ele é
desencadeado pela producdo de células reguladoras, citocinas e agentes anti-
inflamatérios que reduzem sinais clinicos de doengas. O efeito anti-inflamatorio
possui curta duracdo e é inespecifico, ou seja, ndo envolve a administracdo de
antigeno oral (Medzhitov, 2008).

Ja o efeito tolerogénico € a supressao sistémica e duradoura da imunidade
humoral e celular especifica para o antigeno. O efeito tolerogénico envolve
principalmente a acdo de células apresentadoras de antigenos e a producdo de
células T reguladoras induzidas através da administragdo prévia de um antigeno
proteico (A.M.C. Faria & Weiner, 1999; Weiner et al., 2011). O efeito tolerogénico
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pode ser potencializado quando um adjuvante é administrado juntamente com o
antigeno por via oral.

Isso explica o porqué no modelo de TO a OVA, a L. lactis foi uma adjuvante
da TO, pois quando administradas juntas (L. lactistOVA), ocorreu uma
potencializacdo da supressdo da resposta celular e humoral antigeno especifica. Ja
no modelo de colite, claramente o papel anti-inflamatério da L. lactis ocorreu
engquando a doenca estava acontecendo, sem necessitar de um antigeno especifico.

O efeito adjuvante da L. lactis NCDO2118 tem sido estudado, pelo nosso
grupo e por colaboradores, em alguns modelos como encefalomielite autoimune
experimental (Rezende et al.,, 2013), artrite (Gusmao-Silva et al., 2020), colite
(Gomes-Santos et al., 2017), infeccdo por Leishmania braziliensis (Guerra et al.,
2021) administrado juntamente com a proteina HSP65 e em modelo de GVHD
(Mercadante et al., 2014), administrado juntamente com um aloantigeno.

A TO tem um grande potencial de utilizacdo terepéutica nas doencas
inflamatorias intestinais, hipersensibilidades alimentares e doencas autoimunes em
humanos ja que: (1) € uma forma potente de induzir Treg; (2) ndo apresenta
toxicidade ou os efeitos colaterais comuns a maioria dos imunossupressores
utilizados na pratica clinica; (3) € um protocolo de facil administracédo; e (4) mais de
um antigeno funciona para a mesma doenca se ele for originado do mesmo tecido
alvo (Ana M.C. Faria & Weiner, 2006; Pinheiro-Rosa et al., 2021). Apesar de tantos
beneficios, ainda existem algumas dificuldades para implantacdo da TO na pratica
clinica (Mestecky et al., 1996), ja que a dose do antigeno deve ser alta para se
atingir a tolerizacdo e ndés ndo conseguimos tolerizar bem individuos ja
sensibilizados e que ja desenvolveram a doenca. A TO € uma alternativa importante
para prevencdo dessas doencas, mas ela ainda apresenta problemas reais para a
sua utilizacdo como tratamento. Portanto, é importante encontrarmos protocolos
otimizados para potencializarmos a inducdo de TO. A utilizacdo de agentes
adjuvantes como a L. lactis surge como uma opgao promissora nesse cenario.

No presente trabalho utilizamos o antigeno OVA para confirmarmos o efeito
adjuvante da L.lactis NCD0O2118 na indu¢édo de TO e estudarmos os componentes
da bactéria responsaveis por esse efeito assim como 0s mecanismos pelos quais ela
atua.

Uma das hipoteses explicativas para o efetio adjuvante da L. lactis € o local

onde ela se aloja durante o tempo em que permanece no lumen intestinal (48-72
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horas). Foi demonstrado que a principal regido onde a TO é induzida no intestino é o
duodeno, onde ocorre a drenagem de antigenos pelos vasos linfaticos que os
conduzem aos linfondos duodenais e induz preferencialmente a diferenciacdo de
células Treg (Esterhazy et al., 2019). Também ja foi descrito que as bactérias laticas
da microbiota intestinal se alojam nessa regido do intestino (De Filippis et al., 2020).
Além disto, experimentos com L. lactis marcada com GFP mostram que ela se
localiza preferencialmente nessa porcéo do intestino delgado (duodeno) por até 48
horas apds sua ingestdo (Mancha-Agresti et al., 2017). Sendo assim, a localizacéo
preferencial da L. lactis no duodeno, onde ocorre também a absorcao de proteinas
como a OVA, poderia ser um dos fatores que contribuiria na geracdo de uma
resposta tolerogénica originada ali. Esses dados sugerem que o efeito da L. lactis
pode envolver a geracdo de CDs tolerogénicas e células Treg na regido proximal do
intestino (duodeno e jejuno).

Os resultados obtidos em camundongos naive que receberam exclusivamente
a L. lactis NCD0O2118 demonstraram também que o tempo e 0 momento que a
bactéria atua sdo importantes para seu efeito adjuvante. No estudo utilizando a L.
lactis marcada com GFP, foi observado que 72 horas depois ndo foi mais possivel
encontrar bactéria no intestino. Isso significa que a L. lactis deixa o intestino apos
atuar no local durante 2 dias (Mancha-Agresti et al.,, 2017). Sabendo disso,
administramos a L. lactis durante 4 dias por via oral aos camundongos, que foram
eutanasiados 24 dias depois, ou seja, hum momento onde as bactérias nao se
encontravam mais presentes. Tentamos assim mimetizar um protocolo que pudesse
ser comparado aos protocolos de inducdo de TO, nos quais os camundongos séo
eutanasiados no 28° dia.

De fato, observamos que a administracdo da L.lactis NCDO2118 se associa
ao aumento na frequéncia de CDs com fenotipo tolerogénico, CD11b'CD103", nos
linfonodos que drenam a regido do jejuno. Esterhazy e colaboradores demonstraram
que as células dendriticas classicas migratérias CD103°CD11b" e CD11b* sé&o
essenciais para o desenvolvimento da TO. Dentre essas células, as CDs CD11b’
induzem eficientemente a diferenciacdo de células Treg CD4Foxp3* nos MLN ap0s
a administracdo oral de antigeno e a deplecdo das DCs CD11b" dependentes de
IRF8 impedem a diferenciacdo dessas Treg (Esterhazy et al., 2019). Por outro lado,
os macrofagos CX3CR1" presentes na LP intestinal sdo células importantes na

manutenc¢do da homeostase da mucosa intestinal criando um ambiente tolerogénico
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para a acao das CDs pela producao de IL-10 (Bernshtein et al., 2019; Rivollier et al.,
2012). A deplecdo especifica das células CX3CR1" da mucosa intestinal inibe a
inducdo de TO (Kim et al., 2018). Além disto, ja foi demonstrado que macrofagos
CX3CR1" presentes na LP do intestino sdo capazes de lancar dendritos para o
lumen do intestino, captar ativamente antigenos e transferi-los para CDs
tolerogéncias (CD11¢*CD11b'CD103") que migram para os MLNs onde produzem
TGF-B e acido retinoico e participam da diferenciacdo de linfocitos T com perfil
regulador (Coombes et al., 2007; Jang et al., 2006; Mazzini et al., 2014). O aumento
na frequéncia de CDs CD11b-CD103+ tolerogénicas nos MLN que drenam o jejuno
assim como de macrofagos CX3CR1" na LP do intestino apés a administracéo de
L.lactis NCDO2118 em camundongos haive sugerem que a acao da bactéria nessas
células pode ser um dos mecanismos envolvidos no seu efeito adjuvante da TO .

Apés administracao exclusiva de L. lactis, houve também o aumento de ILC2.
Essas células linfoides inatas do tipo 2 sdo mutio abundantes na mucosa intestinal,
elas secretam IL-4 e IL-13 e tém um papel critico na alergia e nas respostas imunes
a helmintos intestinais. Elas também secretam amphiregulina, uma molécula
envolvida em reparo tecidual e na modulacdo do ambiente intestinal para um perfil
resolutivo e regulador (Arpaia et al., 2015).

Esses dados demonstram que os efeitos que a L. lactis gera no intestino séao
duradouros e mesmo sem a sua presenca, 24 dias depois, ainda verificamos
alteracbes nas populacdes intestinais importantes para TO. Assim, a L.lactis
NCDO2118 parece atuar em células da imunidade inata presentes no intestino
favorecendo a inducéo de respostas anti-inflamatérias e tolerogénicas. Além disso,
€ importante ressaltar que, nos experimentos onde testamos a TO, a L. lactis ndo
estd presente no intestino no momento das imunizacdes, 0 que indica que a
supressdo humoral ocorre ndo pela presenca de L. lactis, mas por seus efeitos
duradouros gerados no lumem do intestino. E possivel que esses efeitos envolvam a
modulacdo da microbiota e os metabdlitos produzidos tanto pela L. lactis quanto por
essa microbiota no intestino, como discutiremos adiante.

Apesar de existirem estudos demonstrando que camundongos germ free
conseguem desenvolver normalmente a TO (Walton et al., 2006), acreditamos que
uma microbiota balanceada facilita o desenvolvimento TO. Nossos dados
demonstram que a administragdo da L.lactis NCDO2118 promove um equilibrio na

razdo F/B da microbiota e a modulagdo em algumas espécies bacterianas
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demostrando que a L. lactis tem um efeito benéfico na homeostase da microbiota
intestinal. Esse efeito se reflete na producdo de metabdlitos microbianos pelas
bactérias autoctones, reduzindo a concentracdo de acetato e aumentando a
producéo de lactato e propionato.

A administracdo da bactéria sozinha gera alteracdes diferentes na microbiota
do que aquelas observadas quando ela € administrada em associacdo com o
protocolo de inducdo de TO. Observamos que o filo Firmicutes e os géneros
Enterococcus e Lactobacillus estdo aumentados em camundongos naive que
ingeriram exclusivamente a bactéria, mas estdo reduzidos quando tratados com L.
lactis e submetidos ao protocolo de TO. Enquanto isso, o filo Bacteroidetes esta
aumentado apenas em camundongos tratados com L. lactis e submetidos ao
protocolo de TO a OVA. Isso indica diferencas entre o efeito anti-inflamatoério e o
efeito adjuvante/tolerogénico da L. lactis. O tratamento oral com a OVA e as
imunizagdes apresentam, eles mesmos, a capacidade de alterar a microbiota. No
presente estudo, podemos observar que a alteracao do perfil da microbiota intestinal
e seus metabdlitos, como o lactato, auxiliam a inducdo de TO.

Encontramos uma concentracdo de acetato reduzida tanto no meio de
crescimento da L. lactis quanto nas fezes de camundongos tratados com L. lactis e
submetidos a TO. Nossa hip6tese é que bactérias produtoras de acetato podem
estar reduzidas ou que bactérias que consomem acetato podem estar aumentadas
no ambiente intestinal por influéncia direta ou indireta da L. lactis. Sabemos que
bactérias intestinais sdo capazes de utilizar o acetato do meio para produzir butirato
e outras utilizam o lactato do meio para produzir acetato ou propionato (Rios-Covian
et al.,, 2016). Sabe-se também que a maioria do acetato intestinal é produzido por
bactérias acetogénicas (Louis et al., 2014; Miller & Wolin, 1996). Essas bactérias sao
anaerdbias estritas. Ao avaliar o crescimento de microorganismos por meios
seletivos em anaerobiose, ndo observamos alteracdo entre os grupos, o que indica
que a reducgéo de acetato nas fezes pode ter ocorrido ndo pela reducéo nesse perfil
bacteriano, mas sim pelo aumento de bactérias que consomem acetato. Estudos in
vitro tem evidenciado a utilizacdo de acetato por Faecalibacterium prausnitzii e
Roseburia sp. (Duncan et al., 2002, 2004). Essas bactérias podem estar
aumentadas em camundongos do grupo tratado com OVA e L.lactis NCDO2118
concomitantemente. Sabemos também que bactérias do género Bifidobacteria

produzem acetato e lactato (Fukuda et al., 2011) e esse pode ser um género
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modulado no lumen intestinal de camundongos que receberam L. lactis submetidos
aTo

Além disso, € descrito que mecanismos de “cross-feeding” podem acontecer
no lumem intestinal, ou seja, quando uma bactéria utiliza em seu metabolismo
produtos finais originados do metabolismo de outra bactéria, existindo entdo uma
relacdo mutualistica (Belenguer et al., 2006; Flint et al., 2007). Estudos demonstram
que bactérias do género Veillonella e Propionibacterium séo capazes de transformar
lactato em propionato in vitro. (Rios-Covian et al., 2016). Esses podem ser alguns
perfis bacterianos que estédo alterados, j& que observamos aumento no propionato
das fezes de camundongos do grupo tratado com OVA e L.lactis NCDO2118
(OVA+NCDO). Foi demonstrado que, em condicdes fisiologicas, a concentracao de
lactato no lumen intestinal € baixa por causa da Eubacterium hallii, que é capaz de
converter lactato em outros SCFAs (Flint et al., 2014). Portanto, esta seria uma
bactéria que pode estar reduzida nas fezes de camundongos tratados com L. Lactis
no modelo de TO, jA que observamos aumento no lactato das fezes de
camundongos desse grupo.

A abundéancia de bactérias do filo Bacteroidetes tem sido ligada ao aumento
na concentracdo de propionato (Salonen et al., 2014), corroborando os dados
encontrados aqui: 0 aumento na concentracdo de propionato e 0 aumento na
abundancia do filo Bacteroidetes nas fezes de camundongos do grupo OVA+NCDO.
Bacteroidetes tém a capacidade de converter succinato em propionato (Salonen et
al., 2014), o que sugere que a via do succinato também pode estar envolvida no
papel adjuvante do L. lactis. Um estudo demonstrou que o succinato, um metabdlito
presente no limen intestinal, atua aumentando as células tuft que, de forma indireta,
estimulam a proliferacdo de ILC2 através da citocina IL25 (Schneider et al., 2018).
Observamos no presente estudo que a frequéncia de ILC2 esta aumentada na LP de
camundongos tratados com L. lactis. Como jA& mencionamos, as ILC2 sédo células
inatas importantes para o reparo e remodelamento tecidual através da producédo de
anfiregulina e de IL-13 que estimula as células tronco intestinais a se diferenciarem
em ceélulas epiteliais de diferentes perfis (Schneider et al., 2018). Aléem disso,
experimentos com organoides demonstraram que, na presenca de lactato, as células
tronco intestinais Lgr5® estdo aumentadas, demontrando o efeito desse acido
organico também na recomposi¢cdo do epitélio (Y. S. Lee et al., 2018). Portanto, o

lactato, por sua agéo tanto nas células imunes inatas como as ILC2, nas células
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tronco epiteliais do intestino e em outras células epiteliais intestinais pode contribuir
também para a modulacdo do ambiente intestinal para um perfil tolerogénico
contribuindo para a inducéo eficiente de TO. Acreditamos que serdo necessarios
mais estudos para entendermos melhor esse papel.

Além de ser encontrado o aumento na concentracdo de lactato no meio de
cultivo da bactéria, o que ja se esperava por ela ser uma LAB, foi encontrado
também reducdo na concentracdo de acetato. Apesar de sabermos que 0 acetato
nao esta na via de producao do lactato (Rios-Covian et al., 2016), sugerimos que a
L.lactis utiliza o acetato do meio como produto para seu metabolismo, mas ndo para
converséo em lactato.

O lactato é o principal metabdlito produzido pela L. lactis. Observamos um
aumento na concentracdo desse metabdlito nas fezes de camundongos submetidos
ao protocolo de TO tratados com L. lactis. Apés administrarmos lactato na
concentracdo de 50mM por via oral associado a OVA aos camundongos,
potencializamos a inducéo de TO, indicando que esse &cido organico tem, em si, um
bom efeito adjuvante.

Observamos um aumento na expressao dos receptores de lactato GPR81 e
GPR31 no intestino de camundongos do grupo tratado com OVA e L.lactis NCDO,
enquanto camundongos naive tratados com L. lactis ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas na expressdo desses dois receptores. Esses dados
indicam que esses receptores estdo envolvidos no papel adjuvante/tolerogénico da
L. lactis, mas que a administracdo de OVA e a imunizacdo posterior com OVA em
Al(OH)3 s&o importantes na indugao do aumento desses receptores.

GPR31 é o receptor acoplado a proteina G mais expresso em macréfagos
residentes CX3CR1" da LP intestinal (Morita et al., 2019). Um estudo identificou que,
na presenca de lactato, esses macréfagos aumentam a expressao de GPR31 e a
protusdo transepitelial dos seus dendritos no intestino, captando mais antigenos do
[imen (Morita et al., 2019). No presente estudo, observamos que a frequéncia
dessas células imunes estd aumentada paralelamente ao aumento de expresséo de
GPR31 no intestino de camundongos do grupo OVA+NCDO. Nossa hipotese, tendo
em vista esses resultados, é que as concentracdes aumentadas de lactato produzido
pela L.lactis NCDO2118 e pela prépria microbiota modificada podem estar
modulando a expressdo de GPR31 tornando os macréfagos mais aptos a lancar

seus dendritos no limen e captar a OVA. E também possivel que o aumento na
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expresséo do receptor GPR81 ocorra ndo somente nos macrofagos residentes, mas
também nas CDs CD103" modificando positivamente seu perfil tolerogénico. Outros
estudos sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

GPR81 ¢ altamente expresso nas ceélulas do tecido adiposo e menos
expresso no intestino e em algumas células imunes inatas como macréfagos e CDs
(Errea et al., 2016; Hoque et al., 2014; Ranganathan et al., 2018). Apesar disso, sua
expressao no intestino é suficiente para conferir um papel critico de protecdo contra
a inflamacédo intestinal. Camundongos geneticamente deficientes em GPR81
apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de colite induzida por DSS
(Ranganathan et al., 2018). Foi com base nessa informagéao que decidimos avaliar o
papel desse receptor na inducdo de TO, administrando o antagonista e o0 agonista
de GPRS8L1 por via oral previamente a gavagem com OVA. Em consonancia com os
dados da literatura sobre o papel anti-inflamatério de GPR81, observamos que a TO
€ inibida apds bloqueio de GPR81 com seu antagonista, mesmo na presenca de L.
lactis, e a TO € induzida com o estimulo de GPR81 através do agonista juntamente
com a administragéo oral de OVA mesmo na auséncia de L. lactis. Esses dados
demonstram a importancia do lactato e seu receptor nos efeitos tolerogénicos da
L.lactis NCD0O2118. Destacamos que o papel de GPR31 pode ser complementar ao
do GPR81 na TO, tendo em vista que cada receptor estimula mecanismos celulares
diferentes.

Finalmente, decidimos avaliar o efeito adjuvante da L. lactis em um modelo de
alergia alimentar a OVA para confirmar o seu papel em uma doenca inflamatoria.
Observamos que a administracdo de uma dose subétima de OVA, incapaz de induzir
TO, foi eficaz, quando administrada em conjunto com L.lactis NCDO2118, na
supressédo de IgE e IgG1 anti OVA, na inducao do aumento da frequéncia de células
Treg LAP+ e na melhora nos parametros histoldgicos da inflamacéo intestinal
(nimero de eosindfilos), indicando menor resposta alérgica nos camundongos que
ingeriram OVA+NCDO. Futuros experimentos com modelos de doencas autoimunes
sistémicas como artrite poderiam auxiliar na confirmacgéo do papel adjuvante da L.

lactis.
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6. CONCLUSAO

Concluimos, com o presente estudo, que a L. lactis NCDO2118 atua como
adjuvante da TO a OVA e que o seu efeito adjuvante esta associada ao aumento da
frequéncia de CD tolerogénicas, macréfagos residentes e células Treg importantes
para a TO em regides proximais do intestino e em linfonodos mesentéricos que
drenam essas regides. Além disto, a administracdo de L.lactis NCDO2118 modula a
microbiota intestinal podendo ser este um mecanismo importante no seu papel
adjuvante. O lactato, metabdlito produzido pela L.lactis, tem efeito adjuvante similar
a bactéria na tolerancia oral e a expressao do receptor de lactato GPR81 é essencial
para esse efeito adjuvante na inducao de TO.

Todos esses mecanismos contribuem para o estabelecimento da TO e

caracterizam a L. lactis como adjuvante da TO.

Lumen LP
Y IL-10
0 0 0
® . ® W Macréfagos S Anfiregulina
-Lactato — . 11-13
L. lactis gya : cx3cr1 _res'ie“tes GPRS
® O ° Homeostase intestinal e
’]‘l Lactato | estabelecimento da TO
“ - I ! Tcdcl
Propionato
“ Acetato |
[ ] ; Imunidade
® _ — adaptativa
’ Q MLN
L. lactis OVA M
1 e o
L - 2 Todos esses mecanismos somente
® ocorrem na presenca de L. lactis e

OVA juntos.

Figura 22. Resumo grafico da hipotese de trabalho e dos resultados. L. lactis
NCDO2118 ingerida juntamente com a OVA altera o perfil microbiano intestinal e
modula a producgéo de propionato, acetato, butirato e lactato. O &cido organico mais
produzido € o lactato, que se liga a receptores GPR31 nos macréfagos residentes
CX3CR1" os tornando mais aptos a captar a OVA do lumen através de seus
dendritos. Esses macrofagos processam e entregam a OVA as CDs tolerogénicas
CD103"CD11b" presentes na LP. Essas CDs que também apresentam receptores de
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lactato (GPR81), migram para os MLN e apresentam a OVA processada aos
linfocitos Tnaive que se diferenciam em TregLAP®. As ILC2 também estdo
aumentadas na LP e podem ter uma funcdo de homeostase intestinal, porém seu
papel ainda ndo esta bem esclarecido.
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