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RESUMO

A doenca de Crohn é uma doenca inflamatoria intestinal caracterizada por inflamagdo cronica exacerbada
que resulta em dano grave no intestino. O tratamento dessa doenca objetiva reduzir a inflamacdo e
promover cicatrizacdo da mucosa. A interleucina-18 (IL-1B) é uma citocina pré-inflamatéria que
desencadeia a inflamacéo intestinal e participa da patogénese da doenga, tornando-se candidata para
abordagem terapéutica. Contudo, a falta de sucesso de inibidores de IL-1p no tratamento dessa doenca
pode estar associado a via de administracdo intravenosa que causa inibicdo sistémica dessa citocina e
efeitos colaterais. Para contornar estas limitagdes, a entrega local de biofarmacos poderia mudar o cenario
atual, restringindo a terapia no sitio inflamatdrio. O desenvolvimento de linhagens de Lactococcus lactis
capazes de entregar um vetor de expressdo eucariodtica que codifique um fragmento varidvel de cadeia
Unica (scFv) de anticorpo representa uma estratégia promissora para a elaboracdo de uma terapia efetiva,
capaz de garantir uma expressdo do anticorpo diretamente na mucosa intestinal inflamada. Assim, o
objetivo deste trabalho foi efeitos avaliar os efeitos anti-inflamatérios de L. lactis (FnBPA) carreadora do
plasmideo pValac codificador do scFv anti-IL-13 em um modelo experimental de doenca de Crohn
induzido quimicamente por TNBS. Para tanto, camundongos BALB/c fémeas foram submetidos a colite
experimental induzida por TNBS por quatro semanas. A cultura de L. lactis foi administrada oralmente
nos 5 dltimos dias do protocolo experimental. No dia seguinte ao ultimo dia de tratamento, 0s animais
foram eutanasiados e o0s parametros macroscopicos, histopatolégicos e histoquimicos avaliados.
Observou-se uma melhora nos parametros macroscopicos da doenga no grupo tratado com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-1f) em relacdo aos demais grupos submetidos a colite induzida. Na anélise
histopatoldgica, o efeito benéfico do tratamento mostrou-se melhor na regido proximal do cé6lon, com
reducdo do escore de dano histologico, devido a reducdo do infiltrado inflamatorio e manutencdo da
camada da mucosa. Contudo, o tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-75) promoveu redugéo
de células produtoras de mucinas, indicando um efeito prejudicial da inibicdo de IL-B no modelo. Em
suma, os resultados sugerem beneficios de L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-/f) na redugdo de alguns
parametros da colite, mas efeitos colaterais na produgdo de mucinas reforcam a agdo pleiotropica de IL-1f
no modelo experimental de doenga de Cronh.

Palavras-chave: Bactérias &cido lacticas; pValac; Interleucina-1p; Colite; TNBS.



Abstract

Crohn's disease is an inflammatory bowel disease characterized by exacerbated chronic inflammation that
results in severe damage to the intestine. The treatment of this disease aims to reduce inflammation and
promote healing of the mucosa. IL-1p is a pro-inflammatory cytokine that triggers intestinal inflammation
and participates in the pathogenesis of the disease, becoming a candidate for a therapeutic approach.
However, the lack of success of IL-1f inhibitors in the treatment of this disease may be associated with
the intravenous administration route that causes systemic inhibition of this cytokine and side effects. To
overcome these limitations, the local release of biopharmaceuticals can change the current scenario,
restricting therapy at the inflammatory site. The development of Lactococcus lactis strains capable of
providing a eukaryotic expression vector that encodes a single-chain variable fragment (scFv) of the
antibody represent a promising strategy for the development of an effective therapy, capable of
guaranteeing the expression of the antibody directly in the mucosa tract inflamed intestinal tract. Thus, the
objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory effects of L. lactis (FNBPA) carrying the
pValac plasmid that encoding anti-IL-1f scFv in an experimental model of chemically TNBS induced
Crohn's disease by. For that, female BALB/c mice were submitted to experimental colitis induced by
TNBS for four weeks. The L. lactis culture was administered orally in the last 5 days of the experimental
protocol. The day after the last treatment day, the animals were euthanized and the macroscopic,
histopathological and histochemical parameters were evaluated. An improvement in the macroscopic
parameters of the disease was observed in the group treated with L. lactis FnBPA + (pValac::anti-IL-15)
in relation to the other groups submitted to induced colitis. In the histopathological analysis, the beneficial
effect of the treatment was better in the proximal region of the colon, with a reduction in the score of
histological damage, due to the reduction of the inflammatory infiltrate and maintenance of the mucous
layer. However, treatment with L. lactis FnBPA + (pValac::anti-1L-15) reduced mucin-producing cells,
indicating a detrimental effect of IL-B inhibition in the model. In summary, the results suggest the benefits
of L. lactis FNnBPA + (pValac::anti-IL-1/) in reducing some colitis parameters, but the side effects on
mucins production reinforce the pleiotropic action of IL-1p in the experimental model of disease of Cronh.

Keywords: Lactic acid bacteria; pValac; Interleukin-1L-1p; Colitis; TNBS.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas inflamatdrias intestinais

O trato gastrointestinal (TGI) executa o papel central de manter a homeostase
imunoldgica, isto é, ser capaz de tolerar a microbiota comensal ndo patogénica, antigenos
préprios e antigenos alimentares, além de ser capaz de responder de forma adequada a
microganismos e antigenos nocivos através de uma resposta inflamatoria (AHLUWALIA;
MAGNUSSON; OHMAN, 2017). Quando esse refinado equilibrio entre tolerancia e inflamagéo
do aparato imune gastrointestinal é desregulado, o resultado é o surgimento de eventos
inflamatdrios persistentes (YADAYV et al., 2016).

As doencas inflamatdrias intestinais (DII), incluindo doenca de Crohn (DC) e colite
ulcerativa (CU), sdo desordens inflamatdrias cronicas e complexas caracterizadas por inflamacéo
patogénica intestinal que promove lesdes pelo trato gastrointestinal, que apresentam fases
alternadas de remissdo e recidiva clinica. As DIlIs sdo caracterizadas por diarréia grave,
sangramento, dor abdominal, perda de liquido, e em alguns casos, complicacfes decorrentes do
processo inflamatorio sustentado (RANDHAWA et al., 2014). A DC e a CU sdo os tipos de DIl
mais estudados devido a relevancia clinica e maior prevaléncia na populacdo mundial (DE
MATTOS et al., 2015; NEURATH, 2014).

As Dlls afetam cerca de 1,5 milhdes de individuos na América do Norte e 2 milhGes na
Europa. Embora a incidéncia da CU e DC esteja aumentando em paises ocidentais, ha uma
dificuldade na disponibilizacdo destes dados sobre outras partes do mundo (NG et al., 2017). Os
dados epidemioldgicos do Brasil apontam uma incidéncia de 13,49 casos para as Dlls, sendo 5,58
para a doenca do Crohn e 8,00 para colite ulcerativa, para cada 100.000 individuos/ano
(GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018). Ainda de acordo com Ng et al. (2017), a DIl
torna-se uma doenca global com incidéncia acelerada em paises recém-industrializados cujas

sociedades se tornaram mais ocidentalizadas.

1.2 Etiologia da D11

A etiologia precisa das DlIs ainda ndo esta clara, contudo, parece ser complexa, ao ponto
que envolve: 1) a suscetibilidade genética do hospedeiro; 2) resposta imune desregulada; 3)

comprometimento da fungdo da barreira epitelial e 4) fatores ambientais (Figura 1)
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(AHLUWALIA et al., 2018; KIM; CHEON, 2017; NEURATH, 2014). Logo, ao invés de um
unico agente etiolégico, esse conjunto de doencas possuem varios agentes mantenedores do
processo patoldgico. Acredita-se que a interacdo destes componentes resultam na ruptura da
funcdo da barreira epitelial que promove translocacdo do conteddo luminal e resulta em
hiperresponsividade do aparato imunolodgico frente aos componentes da microbiota comensal
intestinal em resposta a fatores ambientais, como infec¢es, dieta, estresse, uso de medicamentos,
entre outros (AHLUWALIA et al., 2018; KIM; CHEON, 2017; NEURATH, 2014).

Figura 1. Estrutura conceitual para a patogénese da DII.

Fatores ambientais
- Microrganismos
- Dieta
Fatores genéticos - Infeccdes
- Peptideos - Estresse
antimicrobianos - AINEs
- Autofagia - Apendicectomia
- Quimiocinas - Tabagismo
- Citocinas - Antibiéticos
L Gatilhos iniciais J
Fase l:
pré-doenca Bacteria
iy Sdaad SaAA
e S GetT
nr M tnein LR ) hnlin
| Funcao da barreira prejudicada I
A A — - = A A
~3
Produto microbianoe T l St
| Translocacao do produto microbiano |
¥
Fase ll: Ativacao de células imunes
Inflamacéo aguda
Reducéo de p. e ‘, 'o° N
Fase llI: mecanismos \ / e : \ ,
Inflamagéo cronica reguiatrios | Taeg Macrofago Célula T
ou resolucéo
Ativacéo de
| Inflamagao crénica | células efetoras
Fase IV:
Danos aos tecidos Fibrose, estenose, abcesso, fistula,
e complicagdes cancer e manifestagoes extraintestinais

Fatores genéticos e ambientais contribuem para reducéo da integridade da mucosa intestinal, provocando interacéo
entre produtos da microbiota e células do sistema imune e resposta inflamatéria. A ndo resolugdo da resposta
inflamatoria acaba por tornar o processo cronico, ocasionando danos aos tecidos e complicacGes. Extraido e adaptado

de Neurath (2014).
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A quebra tolerancia imunoldgica do hospedeiro frente aos antigenos comensais e
alimentares resultam em uma inflamagéo sustentada e descontrolada que leva ao dano tecidual e,
por consequéncia, alteracbes nas funcionalidades fisiolégicas do TGl que podem resultar em
complicacdes associadas a DII, como fibrose, estenose, fistula, cAncer e manifestacdes extra
intestinais (AHLUWALIA et al., 2018; NEURATH, 2014).

O intestino executa diversas funcBes essenciais que vdo além de sua propriedade
absortiva, secretora e digestiva, pois € neste compartimento o local em a microbiota comensal
produz vitaminas, auxilia o hospedeiro na metabolizacdo de nutrientes, bem como fornece um
conjunto de moléculas moduladoras. Um outra importante propriedade é a sua capacidade de
tolerar esses microoganismos benéficos e de responder frente a patdgenos e toxinas nocivas
(AHLUWALIA et al., 2018). Para tanto, o tecido linfoide associado ao intestino (do inglés, gut
associated lymphoid tissue - GALT), constituido pelas placas de Peyer, foliculos linfoides e
linfonodos mesentéricos, somado as células imunes presentes na lamina prépria (camada
subjacente ao epitélio intestinal) devem ser capazes de reagir de forma diferenciada, ou seja,
iniciar uma resposta inflamatdria aos antigenos potencialmente nocivos e reconhecer e tolerar 0s
inofensivos através dos mecanismos de imunotolerancia (DE MATTOS et al., 2015; KIM,;
CHEON, 2017).

O epitélio intestinal é composto por uma Unica camada de células epiteliais colunares
polarizadas constituido por diversos tipos celulares: 1) enterdcitos absortivos; 2) células
caliciformes produtoras de muco; 2) células enteroenddcrinas produtoras de hormonios e
neuropeptideos, e 4) células de Paneth produtoras de fatores de crescimento e peptideos
antimicrobianos (GRONDIN et al., 2020; WALLACE et al., 2014). Tais células sdo fixadas
lateralmente as células adjacentes por juncBes apertadas (do inglés, tights junctions - TJs),
juncbes aderentes e desmossomos, que juntos atuam promovendo a integridade da barreira
epitelial e seletividade, impedindo a entrada da maioria das substancias e permitindo a entrada de
outras (CAPALDO; POWELL; KALMAN, 2017; WALLACE et al., 2014). A camada epitelial é
induzida a renovacdo a cada 2-3 dias, com um equilibrio de proliferacdo de células epiteliais nas
criptas e migracdo dessas células ao longo da vilosidade do intestino (MARTINI et al., 2017). A
integridade da barreira mucosa, portanto, € um determinante chave do inicio, progressao e

gravidade da DII, pois a interrupcdo da organizagdo fisica e funcional do epitelio resulta em
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aumento da adesdo de potenciais antigenos ao epitélio e maior permeabilidade intestinal,
resultando, consequentemente, em inflamacao intestinal (MARTINI et al., 2017).

A superficie do intestino é continuadamente protegida por uma grande quantidade de
muco, que € composto de modificacdes complexas e extensas de oligossacarideos ligados na
estrutura da proteina da mucina (PETERSON; ARTIS, 2014; SHENG et al., 2012). As mucinas
sdo glicoproteinas que formam grandes macromoléculas ligadas por pontes dissulfeto e, apds a
liberacdo dos granulos de células caliciformes para o Ilimen, tornam-se hidratadas e se expandem
para formar um gel semelhante a uma rede (JOHANSSON; SIOVALL; HANSSON, 2013). Vale
ressaltar que as células caliciformes e sua biologia secretoria sdo fortemente influenciadas por
interagBes com o sistema imunologico (KIM; KHAN, 2013). No intestino, MUC2 é a mucina
formadora de gel predominante que contribui para a formacdo da barreira de muco (GRONDIN
et al., 2020), participando do esqueleto estrutural da camada interna de muco (HANSSON, 2012).
A camada interna de muco, isto é, a que estd mais intima do epitélio intestinal, tem
aproximadamente 100um de espessura, € firmemente aderente, rica em peptideos
antimicrobianos e mucinas, além de apresentar baixa densidade de microrganismos (WALLACE
et al., 2014). A camada externa do muco, gerada pela protedlise da camada interna, é composta
por mucinas, peptideos antimicrobianos em menor quantidade e apresenta alguns microrganismos
aderidos (MCCOLE, 2014). No célon, a camada externa de muco é gerada através da clivagem
da protease enddgena de MUC2, resultando em uma expansdo de 4 a 5 vezes em volume
(MCCOLE, 2014). A mucina MUC5B também pode ser expressa em niveis baixos no célon
(GRONDIN et al., 2020). E importante ressaltar que os peptideos antimicrobianos, incluindo
catelicidinas, defensinas e lectinas bactericidas, como as proteinas Reglll sdo produtos das
células de Paneth que atuam no controle da densidade de popula¢Ges microbianas do intestino
(WALLACE et al., 2014).

Dessa forma, a secrecdo luminal de mucinas e peptideos antimicrobianos estabelece uma
importante barreira fisica e quimica frente ao contato de microganismos com a superficie
epitelial. Contudo, tem sido observado que defeitos na barreira epitelial, relacionados a producéo
prejudicada de muco e peptideos antimicrobianos, podem representar um mecanismo primario na
patogénese da DIl (CAPALDO; POWELL; KALMAN, 2017; GRONDIN et al., 2020; JAGER;
STANGE; WEHKAMP, 2013), uma vez que 0 contato intimo dos componentes luminais

estimulam a células epiteliais intestinais a partir de seus receptores de reconhecimento de padrdes
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(RRP) e incitam respostas inflamatérias (PETERSON; ARTIS, 2014). Evidéncias apontam
perturbacdes em niveis de mucinas e peptideos antimicrobianos na DII. Uma variante do gene
MUC2 confere suscetibilidade a DIl em humanos e camundongos deficientes em Muc2
desenvolvem colite espontanea (VAN DER SLUIS et al., 2006). Adicionalmente, a deplecdo de
células caliciformes e uma camada de muco prejudicada estd presente em alguns grupos de
pacientes com DC, o que permite maior adesdo de bactérias sobre as células epiteliais, podendo
contribuir para a progressdo da doenca (LARSSON et al., 2011). Alteracdes em outras mucinas
também foram observadas na CU e DC (SHENG et al., 2012). A expressdo defeituosa de
peptideos antimicrobianos também foi observada em biopsias intestinais de pacientes com DIl
(ARWJS et al., 2009; KLAG; STANGE; WEHKAMP, 2013; WEHKAMP et al., 2003).

Outras anormalidades na funcdo da barreira epitelial, como alteracdes nas TJs e erosdes
no epitélio decorrentes de apoptose, lesbes mucosas graves e parada de restituicdo epitelial, sdo
importantes contribuintes para inicio e progressao da inflamacéo intestinal (LANDY et al., 2016;
LEE, 2015). Os estudos de associa¢do ampla do genoma (GWAS) e estudos de genes candidatos
também detectaram loci de suscetibilidade para DIl em genes codificantes para proteinas de
juncéo celular, como E-caderina, proteina alfa 12 de ligacdo ao nucleotideo guanina e juncédo de
oclusdo 1 (ANDERSON et al., 2011; BARRETT et al., 2009), bem como em genes associados a
montagem dos complexos de TJs, como MAGI3 (NOREN; ALMER; SODERMAN, 2017).
Adicionalmente, mudancas na expressao de proteinas de juncao celular, incluindo E-caderina, B-
catenina e claudinas tém sido observadas em biopsias intestinais de pacientes com DIl (WEBER
et al., 2008). A regulacdo positiva da expressdo da claudina 2 e a regulacdo negativa da claudina
5 e 8 correlacionam-se com a disfun¢do da barreira e DC ativa (ZEISSIG et al., 2007). Tais
evidéncias suportam o papel do comprometimento da barreira na patogénese da DII. Uma
apreciacdo mais abrangente sobre o papel das TJs pode ser encontrada em outros trabalhos
(LANDY etal., 2016; LEE, 2015; SCHULZKE et al., 2009).

Vale destacar que a desregulacdo imune é também um fator intrinsicamente relacionado a
genes de suscetibilidade, que implica na presenca de variantes de genes da imunidade inata,
tornando o individuo exageradamente responsivo do ponto de vista imunoldgico. Dentre 0s
fatores genéticos que estdo implicados na DII, destaca-se as altera¢cGes em genes relacionados aos
processos na autofagia, processamento de antigenos, regulacdo de eventos de sinalizacao celular
e de citocinas (DE LANGE; BARRETT, 2015). Entre alguns, os genes que controlam o
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reconhecimento da imunidade inata e o processamento de componentes bacterianos, incluindo
NOD2, TLR4, TLR5, ATG16L1 e IRGM apresentam variantes importantes nos pacientes
acometidos por DIl (SEUNG HOON LEE, JEONG EUN KWON, 2016). Cho (2008) detectou
mutacdes no gene ATG16L1, um membro de uma familia de genes envolvidos na autofagia, em
pacientes com DC. Adicionalmente, mutacGes no gene da proteina 15 contendo o dominio de
recrutamento de caspases (CARD-15) que codifica a proteina NOD-2, também foram associadas
com a ocorréncia de DII, especialmente na DC (HUGOT, 2006). A proteina NOD2 atua como
um sensor microbiano intracelular, ativando e regulando a inflamacdo. Portanto, a deficiéncia
dessa proteina promove importantes alteracGes na resposta imune a lamina prépria, produzindo
uma inflamag&o crénica no tecido (NEGRONI et al., 2018).

A disfuncdo da barreira epitelial e a resposta inflamatéria sustentada na DII, além de
estarem vinculadas um eixo genético, sofrem influencias por fatores ambientais, contribuindo
para iniciacdo e progressao da patogénese. Esses estimulos, incluindo estilos de vida e higiene,
cirurgias, exposigdes a drogas, dieta e exposi¢do a microrganismos (PIOVANI et al., 2019). Uma
revisao abrangente de meta-analises identificou fatores ambientais que sdo comuns a DC e CU,
ou restritos a uma dessas condicBes. Sdo eles: tabagismo (DC), vida urbana (DII),
apendicectomia (DC), amigdalectomia (DC), exposicdo a antibidticos (DIl), uso de
anticoncepcional oral (DII), consumo de refrigerantes (CU), deficiéncia de vitamina D (DII) e
espécies enterohepéticas de Helicobacter ndo semelhantes ao Helicobacter pylori (DII)
(PIOVANI et al., 2019).

1.3 Aspectos clinicos da DIl

Sob um ponto de vista clinico, a DC e a CU compartilham de sintomas semelhantes,
incluindo diarreia, hematoquezia e dor abdominal. Contudo, sob um aspecto fisiopatologico é
possivel distingui-las, uma vez que a localizacdo, profundidade do dano decorrente da
inflamacdo, além de complicacdes e prevaléncia podem diferir (ABRAHAM; CHO, 2009). A DC
geralmente envolve a inflamacdo do ileo e o colon, mas pode afetar qualquer regido do intestino,
em que geralmente adquire uma forma descontinua. Na CU, o reto e o colon, ou parte dele sofre
lesdo em um padrdo ininterrupto. Uma caracteristica intrinseca da DC é a inflamac&o transmural,
isto é, afeta todas as camadas da parede do intestino, enquanto na CU o processo inflamatorio
tipicamente encontra-se confinado a mucosa (ABRAHAM; CHO, 2009; FEUERSTEIN;
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CHEIFETZ, 2017; KIM; CHEON, 2017).

Ambas as doengas podem apresentar uma sintomatologia semelhante, desde dor
abdominal, vomitos, diarreia, sangramento retal e perda de peso (Tabela 1), além de serem
observadas manifestacfes extra intestinais, incluindo artrite e manifestacGes cutaneas (PARK et
al., 2017).Um conjunto de complicacfes decorrentes da inflamacg&o cronica é observado na DC,
mas ndo na CU, incluindo o aparecimento de granulomas, fistulas e estenoses intestinais
(FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2017), sendo as duas Ultimas intimamente relacionadas a uma piora
grave do quadro do paciente, devido ao remodelamento drastico do tecido em decorréncia da
deposicdo desorganizada de uma nova matriz extracelular (MEC), que culmina na reducdo do
espaco luminal do intestino (LENTI; DI SABATINO, 2018).

Tabela 1. Caracteristicas da doencga de Crohn e colite ulcerativa.

Principais

o Colite ulcerativa
caracteristicas

Doenca de Crohn

3,1 a 20,2 casos a cada 100.000
individuos por ano

2,2 a 19,2 casos a cada 100.000

Incidénci A
cidéncia individuos por ano

Inicio da doenca Geralmente entre 15 a 40 anos Geralmente entre 15 a 40 anos

Ileo terminal, envolve o célon Reto, envolve colon sigmoide e

Local de origem

ascendente descendente
Padrdo ole Lesdes descontinuas (salteadas) Lesdes continuas
progressao
_Achgd_os Inflamacéo transmural; presenca de Inflamagio mucosa e submucosa
histol6gicos granulomas
Perfil da resposta
imune Thle Thl7 Th2 atipica

predominante

Dor ou desconforto abdominal;
anemia; diarreia com sangue;
desidratacdo; fadiga; febre; dor nas

Dor abdominal; cdlicas ou inchago;
anemia; febre; sangramento
gastrointestinal; dor nas articulacdes;

Sintomas ma absorcdo; nausea; vomitos e articulacGes; perda de apetite; ma
sangramento retal; diarreia persistente absorcéo; sangramento retal;
ou recorrente; Ulceras estomacais; movimentos intestinais urgentes;
vOmito; perda de peso ulceracgdo; perda de peso
Potenciais Abcessos; anemia; artrite; febre; Doengas hepaticas, hemorragia,

complicagdes

fistulas; estenose e alteracOes da pele

megacolon tdxico

Fonte: Adaptado de Neurath (2014), Park et al. (2017) e Rohr et al. (2018).
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1.4 Imunopatogénese da DI

A imunidade da mucosa intestinal € um componente criticamente importante para a
manutencdo da saude e do bom funcionamento dos demais sistemas. Surpreendentemente, é na
mucosa intestinal que estd localizado a mais ampla densidade de células imunoldgicas e seus
produtos, que juntos atuam na promocdo da tolerancia oral (AHLUWALIA; MAGNUSSON;
OHMAN, 2017). Em um contexto desregulado, o eixo imune tem seu papel no
comprometimento da funcdo da barreira intestinal e na inflamagdo intestinal, uma vez que as
células imunoldgicas atuam secretando produtos que estdo ativamente envolvidos no inicio e na
manutencdo da fisiopatogénese das Dlls, provocando danos ao tecido intestinal e promovendo
alteracdes clinicas severas ao paciente (AHLUWALIA et al., 2018). Amostras de lesdes do colon
de pacientes com DIl mostram intenso infiltrado de células imunes e alteraces na arquitetura
intestinal (SEUNG HOON LEE, JEONG EUN KWON, 2016). Outros estudos apontam para uma
intensa producdo de mediadores inflamatorios sollveis, como citocinas, que orquestram 0S
processos inflamatorios na DIl (PARK et al., 2017).

As respostas imunes inatas oferecem a primeira linha de defesa contra qualquer agente
agressivo e sao mediadas por células imunes classicas, como neutrofilos, mondcitos, macréfagos
e células dendriticas, além de células ndo imunes, tais como as células epiteliais, endoteliais e
mesenguimais (SOUZA; FIOCCHI, 2015).

Em resposta a sinais de dano, os neutrofilos sdo as primeiras células a infiltrar na mucosa
intestinal, persistindo durante o curso da DII, desde que haja inflamacdo ativa. Os neutréfilos
contribuem para a patogénese da DIl por meio de uma variedade de eventos que incluem
comprometimento da funcdo barreira epitelial, destruicdo de tecidos por danos oxidativos e
proteoliticos, alem da perpetuacdo da inflamacéo pela liberacdo de citocinas e quimiocinas
associadas ao perfil pré-inflamatorio (PARK et al., 2017; WALLACE et al., 2014). Dados mais
recentes sugerem que os neutrofilos também contribuem na patogénese da DIl através da
producdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (do inglés, neutrophil extracellular traps —
NETS), que parecem estar implicados no comprometimento da barreira epitelial, producdo de
mediadores inflamatorios, dano a MEC e a disfungdes tromboticas associadas a DIl (BENNIKE
etal., 2015; DINALLO et al., 2019; HE et al., 2016; LI et al., 2020; LIN et al., 2020).
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Os macrofagos da mucosa intestinal saudavel exibem uma assinatura anérgica, ndo
produzindo citocinas pro-inflamatdrias, mas mantém ativo seu potencial fagocitico e bactericida,
exercendo suas funcbes de eliminacdo frente a microganismos e outros antigenos invasores
(PARK et al., 2017). Contudo, o acumulo de macréfagos € observado na lamina propria de
pacientes com DIl e em modelos experimentais de colite (ZAEEM CADER; KASER, 2013). Na
mucosa de pacientes com DC, por exemplo, foram relatados macréfagos CD14+ que exibem
marcadores de macrofagos (CD14, CD33, CD68) produtores abundantes de citocinas pré-
inflamatdrias (PARK et al., 2017).

As células dendriticas monitoram o microambiente circundante, apresentam antigenos e
medeiam eventos imunes subsequentes, isto €, induzem tolerancia ou incitam uma resposta pro-
inflamatdria da defesa do hospedeiro. Essa dualidade funcional coloca esse grupo de células na
posicdo Unica de mediar a interacdo entre imunidade inata e adaptativa (SHANAHAN; KARP,
2010). Na mucosa intestinal, as células dendriticas apresentam propriedades Unicas que lhe
conferem interagir com as células T e B, o epitélio intestinal e o estroma, contribuindo assim para
a manutencdo da homeostase da mucosa ou induzindo inflamacdo (ZAEEM CADER; KASER,
2013). Ha relatos de que as células dendriticas se acumulam na mucosa de pacientes com DII
(RAMOS; PAPADAKIS, 2019).A polarizagdo das células dendriticas para um fenotipo
tolerogénico e anti-inflamatério é promovida por outras células circundantes, como as células
epiteliais intestinais que produzem &cido retindico, linfopoietina estromal timica (TSLP) e fator
de crescimento transformador-p (TGF-B) que estimula o desenvolvimento de células dendriticas
produtoras de IL-10, que por sua vez, exerce efeitos regulatérios (PETERSON; ARTIS, 2014;
SOUZA; FIOCCHI, 2015). Na DC, niveis reduzidos a indetectdveis de RNA mensageiro
(RNAm) de TSLP parecem estar implicados num condicionamento inadequado das células
dendriticas que podem promover inflamacao (SOUZA; FIOCCHI, 2015).

Na DC e CU, defeitos na resposta imune inata e adaptativa estdo relacionados a resposta
excessiva gerada frente a microbiota comensal. A ativacdo de células dendriticas e macrdfagos
da lamina propria estimulam uma resposta inflamatéria pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-18 e IFN-y, contribuindo para a instalacdo e
manutencdo de uma alca inflamatoria (YADAV et al., 2016). Tais citocinas s@o cruciais para a

ativacdo de outras células imunes, inclusive a montagem de respostas adaptativas.
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Enquanto o sistema imune inato induz respostas inflamatérias, o sistema imune
adaptativo, mediado principalmente por linfocitos, desempenha um papel central na progressao
dos eventos inflamatdrios crénicos observados na DIl (AHLUWALIA et al., 2018; SOUZA;
FIOCCHI, 2015). Os linfocitos T CD4 naive ativados por sinais especificos do antigeno
apresentado por células apresentadoras de antigeno (APCs) e influenciadas pelo meio de
citocinas, diferenciam-se em células T auxiliares efetoras do tipo: T-helper 1 (Thl), T-helper 2
(Th2), T-helper 17 (Thl7) células, T-helper 9 (Th9) ou células T reguladoras (Tregs)
(AHLUWALIA et al., 2018). Tais perfis imunes adaptativos participam de forma particular na
DC e CU, produzindo diferentes citocinas que regulam uma miriade de efeitos bioldgicos na
patogénese da DII.

Na DC, a liberacdo localizada de certas citocinas, como IL-12, IL-17, TNF- a e IFN-y,
foram implicados na inflamagé&o intestinal crénica observada em pacientes (DE MATTOS et al.,
2015). A producdo de IL-12, 1L-18 e IL-23 por APCs e macrdfagos gera uma diferenciacéo
polarizada em direcdo ao linfocito Thl, levando a um aumento da liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo TNF- o ¢ IFN-y (DE MATTOS et al., 2015; YADAYV et al., 2016).
Respostas mediadas por linfécitos Thl7 produtores de IL-17 também sdo predominantemente
observadas na patogénese da DC (YADAV et al., 2016). Adicionalmente, as citocinas secretadas
por células Thl estimulam as células apresentadoras de antigenos a secretarem um espectro mais
amplo de citocinas inflamatérias, como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18, resultando em um ciclo
auto-sustentado (DE MATTOS et al., 2015; NEURATH, 2014).

A patogénese da CU tem sido mais associada a uma resposta Th2 atipica caracterizada
pela producdo de TGF-p e IL-5 (CORRIDONI; ARSENEAU; COMINELLI, 2014; YADAYV et
al., 2016). Além disso, hd um aumento substancial na secrecdo de I1L-13 por uma populacdo de
celulas T assassinas naturais invaridveis na ldmina propria, apontada como a principal
interleucina responsavel pela inflamacdo e cronicidade dessa condi¢do (DE MATTOS et al.,
2015; YADAV et al., 2016). Apesar do envolvimento de Thl, os pacientes com CU também
apresentam uma resposta Th2 com aumento da secre¢do de IL-4, IL-5 e IL-9. Assim como na
DC, as citocinas relacionadas com o perfil Th17 também estdo aumentadas na CU (DE MATTOS
etal., 2015; WALLACE et al., 2014).

Na DII, as citocinas apresentam diversos alvos e fungdes pleiotropicas que podem regular

diversos eventos ou tipos celulares, desde a func¢do dos fagécitos, a funcdo de células residentes
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do tecido, a modulacéo de respostas mediadas por linfdcitos, sintese de componentes na MEC,
bem como a expressdo e montagem de jungOes celulares, sugerindo uma amplo espectro de
efeitos que esta classe de moléculas podem executar em diversos componentes associados a DIl
(LEPPKES; NEURATH, 2020). Uma discussdo mais ampla sobre os efeitos das citocinas na DII
pode ser encontrada em outros trabalhos (BEVIVINO; MONTELEONE, 2018; LEPPKES;
NEURATH, 2020; NEURATH, 2014).

1.5 O papel de IL-1p na patogénese da DII

A IL-1B ¢ uma citocina pleiotropica que foi anteriormente denominada de fator de
ativacdo de linfocito (LAF) devido a sua ampla gama de efeitos a jusante. Além de ser uma
citocina-chave envolvida na inflamacdo aguda e cronica, também é capaz de modular a expressao
de moléculas de adeséo nas células endoteliais, promover a maturacdo de células dendriticas e
conduzir o recrutamento de diversas células imunes, neutrofilos, macréfagos e linfdcitos, além de
atuar como um pirdégeno enddgeno com potencial para causar febre (MCENTEE; FINLAY;
LAVELLE, 2019). Além dessas fungdes pro-inflamatorias classicas, IL-1p € capaz de conduzir a
diferenciacdo de linfocitos para um perfil Thl7, na qual apresenta importante implicacdo na
cronicidade da inflamacdo na DIl (MCENTEE; FINLAY; LAVELLE, 2019).

Como ja mencionado, a IL-1p é uma das citocinas que estdo implicadas na patogénese da
DIl. Um conjunto de evidéncias sustentam essa ideia dado que niveis elevados desta citocina séo
observados em amostras de pacientes com DC e CU (DUCLOS, 1996; MAHIDA; JEWELL,
1989; MCALINDON; HAWKEY; MAHIDA, 1998; SHOUVAL et al., 2016; STEFFEN et al.,
1993). Adicionalmente, achados obtidos em modelos experimentais de DIl reforcam o potencial
papel de IL-1B na progressdo da inflamacdo intestinal e em complicagbes associadas, como
distarbios trombdticos extra intestinais (IMPELLIZZERI et al., 2018; KWON et al., 2005;
SHOUVAL et al., 2016; YOSHIDA et al., 2010). Do ponto de vista mecanistico, as células
mononucleares, predominantemente macréfagos de origem monocitica, residindo na lamina
propria sdo a fonte primaria de concentragcbes aumentadas de IL-1B encontradas em bidpsias de
tecido inflamado durante a DIl ativa, com uma correlagdo dos seus niveis com a gravidade geral
da doenca (JONES et al., 2018).
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Niveis elevados de IL-1p na mucosa do colon e em macr6fagos peritoniais foram
encontrados na DIl experimental, o que pode representar um gatilho inicial da inflamagao
intestinal (KWON et al., 2005). Curiosamente, IL-1B induz a expressdo de quimiocinas e
metaloproteinases de matriz (MMPs), além de promover aumento da permeabilidade intestinal
por alterar a biologia das TJs (AL-SADI et al., 2007; ANDOH, 2002). Como a integridade da
barreira epitelial é crucial para separar o contetdo luminal para os tecidos subepiteliais,
provavelmente IL-1p seja importante nas alteracdes iniciais da cascata inflamatoria que leva a
inflamacédo do cdlon. Além disso, quase todas as células da mucosa intestinal expressam receptor
de IL-1 (IL-1R) e, portanto, tém a capacidade de responder a estimulacdo de IL-1p (MCENTEE;
FINLAY; LAVELLE, 2019). Dessa forma, levando em consideracdo esse conjunto de achados, €
possivel sugerir a amplitude de respostas promovidas pela sinalizacdo a jusante de IL-1f no
contexto inflamatorio da DII, com potencial papel dessa citocina na iniciacdo e progressdo da

inflamag&o associada a lesdo intestinal.

1.6 Tratamentos para DII: do convencional a terapia bioldgica

O objetivo do tratamento das Dlls é reduzir a inflamagdo que desencadeia seus sinais e
sintomas, uma vez que ndo ha cura clinica ou cirtrgica conhecida. O tratamento da doenca
envolve o uso de medicamentos, tais como anti-inflamatérios, imunossupressores, antibidticos e
anticorpos monoclonais, além de suporte nutricional e cirurgias, que podem reduzir
significativamente os sintomas da doenca e ajudar a manter a remissao a longo prazo e a redugéo
dos riscos de complicacdes (ROHR et al., 2018).

As terapias convencionais baseadas em medicamentos anti-inflamatérios, sdo
frequentemente o primeiro passo no tratamento da inflamacgdo intestinal. Dentro desta classe
estdo os corticosteroides como prednisolona, metilprednisolona, budesonina, e aminosalicilatos,
como mesalazina, balsalazida, olsalazina. Os aminossalicilatos s&o compostos anti-inflamatérios
contendo acido-5-aminosalicilico (5-ASA) e possuem formulagGes orais e retais para tratar as
Dlls e sdo a escolha de primeira linha para o tratamento. Na auséncia de melhora no quadro
clinico frente aos aminosalicitatos, ha substituicdo ou complementacdo com corticosteroides ou
imunossupressores. A escolha também é direcionada pela area do colon afetada (BRYANT,;
BRAIN; TRAVIS, 2015; ROHR et al., 2018).
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Os medicamentos imunossupressores funcionam de varias maneiras para suprimir a
resposta imune, principalmente por inibir a proliferacéo e a ativa¢éo dos linfocitos, responsaveis
por liberar substancias quimicas indutoras de inflamag@o no revestimento intestinal, levando ao
dano tecidual. Alguns exemplos de drogas imunossupressoras incluem azatioprina,
mercaptopurina, ciclosporina e metotrexato (BRYANT; BRAIN; TRAVIS, 2015; OMAR et al.,
2019).

Os antibioticos podem ser usados em conjunto com outros medicamentos ou quando a
infeccdo € uma preocupacdo - em casos de DC perianal, por exemplo. Os antibioticos prescritos
com frequéncia incluem ciprofloxacina e metronidazol. Para o tratamento da DC luminal ativa, 0s
antibidticos podem ter um efeito modesto na diminuicdo da atividade da doenga e alcance da
remissdo, sendo mais eficazes em pacientes com doenca envolvendo o célon (NITZAN et al.,
2016). Nesta abordagem, a proposta de modular a microbiota é tida como alvo e parece mostrar
melhora no score clinico do paciente com DII.

Embora a administracdo oral com os medicamentos supracitados possa ser eficaz para
suprimir inflamacdo intestinal e induzir remissdo sintomatica, essa abordagem apresenta varias
limitacBes quando administrada em altas doses, além de nédo reduzir a incidéncia de complicagdes
a longo prazo (OMAR et al., 2019). Os corticosteroides, por exemplo, tém sido empregados para
o0 tratamento de crises moderadas e graves, contudo séo inadequados para o longo prazo devido
aos seus efeitos colaterais e incapacidade de manter remisséao clinica. Adicionalmente, esta classe
terapéutica ndo tem induzido efeito em pacientes com DC que desenvolvem fistulas, pois tem
sido mostrado que tais pacientes, ao receberem prednisona, apresentam piora e tiveram maior
necessidade de intervencdo cirlrgica quando comparado com pacientes que nao receberam
corticoides (NIELSEN et al., 2009).

Neste sentido, nos dltimos anos, com aumento na compreensdo da imunopatogénese das
Dlls, varios foram o0s avancos obtidos no tratamento. Tais avangos terapéuticos visam
mecanismos moleculares importantes, alterando o percurso da doenca e trazendo esperanca aos
individuos acometidos por DIl (LEE; PARK; PARK, 2018). Esses tratamentos sé&o pautados no
uso de agentes bioldgicos, dentre estes, anticorpos monoclonais e inibidores, que possuem maior
especificidade para vias moleculares envolvidas na patogénese das DIls (AHLUWALIA et al.,
2018; PARK et al., 2017).
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A terapia biol6gica, baseada no uso de anticorpos monoclonais, possui como alvo
citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, por exemplo), moléculas de adesdo e proteinas de sinalizagdo
intracelular (JAK) (LEE; PARK; PARK, 2018). Estes tratamentos estdo intimamente
relacionados a uma melhora significativa na reducdo da resposta inflamatoria e melhora na
cicatrizagdo da mucosa.

Como ja mencionado, a citocina TNF-o desempenha um papel importante na
imunopatogénese das DIIs, onde a producdo de TNF soluvel e ligado a membrana é
significativamente aumentada por macréfagos CD14+, fibroblastos e células T. Os anticorpos
monoclonais que inibem esta citocina foram um dos primeiros tratamentos biol6gicos aprovados
para o tratamento da CU e DC. Neste grupo estdo o infliximabe, adalimumabe e certolizumabe,
sendo este ultimo aprovado para uso clinico apenas para DC (SCHREINER; NEURATH; NG,
2019). O ustekinumabe, um anticorpo monoclonal que apresenta como alvo a IL-23, foi
aprovado para o tratamento da DC, tendo sido vinculado a uma melhora significativa do quadro
clinico dos pacientes (SCHREINER; NEURATH; NG, 2019).

No que tange aos inibidores de sinalizacdo intracelular, os inibidores de JAK séo
pequenas moléculas que diferem de anticorpos ou outros agentes bioldgicos de varias maneiras,
sendo moléculas pequenas com meia-vidacurta, eficientes em baixa dose, de baixa
imunogenicidade e serem utilizadas por via oral. O tofacitinibe, um farmaco desta classe, inibe a
proteina de sinalizacdo JAK1 e o JAK3, bem como, em menor grau, 0 JAK2 e 0 TYK2. A
dimerizacdo JAK1 JAKS3 controla a sinalizacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-
21 (CLARK; FLANAGAN; TELLIEZ, 2014). Ao bloquear essas vias de sinalizacdo, a troca da
classe de células B e a diferenciacdo de células T e células NK podem ser suprimidas
(NEURATH, 2017). Esse medicamento é utilizado no tratamento da CU, ndo apresentando efeito
significativos sobre a DC (SCHREINER; NEURATH; NG, 2019).

Uma outra abordagem explorada na terapia biologica é a inibicdo de moléculas de adeséo,
no intuito de modular o trafego celular. Basicamente, o mecanismo proposto € o de inibir a
migracao dos leucaocitos, em especial os linfocitos e mondcitos, para o sitio da inflamacéo através
do bloqueio da interacdo entre integrinas e moléculas de adesdo na interface leucécito-endotélio
vascular. As integrinas 047 na superficie dos leucdcitos e a molécula de adesdo celular da
mucosa (MAJCAM) no endotélio vascular desempenham um papel central na migracdo de

leucdcitos intestinais e sdo importantes na patogénese das Dlls. Para inibir a inflamacdo local, o
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anticorpo monoclonal Vedolizumabe atua bloqueando as integrinas oa4fB7, e atualmente ¢
utilizado no tratamento da CU e da DC (SCHREINER; NEURATH; NG, 2019).

Em suma, as terapias biologicas supracitadas revolucionaram o cenario geral no
tratamento das Dlls. Contudo, algumas destas terapias apresentam limitacoes, incluindo efeitos
adversos vinculados a efeitos sistémicos, pois muitas destas utilizam a via parenteral. Além disso,
a adesdo ao tratamento por parte do paciente tem sido negativamente relacionada a tais terapias,

uma vez que € necessario intervencao hospitalar para sua aplicacéo.

1.7 Terapia anti-1L-1p como potencial tratamento para DII

As citocinas da familia IL-1 estdo tipicamente associadas a respostas pro-inflamatorias e a
IL-1pB foi identificada como um mediador chave da patologia induzida por inflamacdo em vaérias
condicGes autoimunes e autoinflamatorias. Dessa forma, a inibicao terapéutica de IL-1p ou de sua
sinalizacdo mostra-se eficaz em um conjunto doencas imunomediadas, incluindo artrite
reumatoide, gota, diabetes, entre outras (DINARELLO; VAN DER MEER, 2013). O bloqueio
terapéutico do IL-1R via administracdo subcutdnea de anakinra, um IL-1Ra- recombinante
(Kineret ®), esta licenciado para o tratamento da artrite reumatoide em pacientes que ndo
respondem ao anti-TNF e em individuos afetados por sindromes periddicas associadas a
criopirina (MCENTEE; FINLAY; LAVELLE, 2019). Além disso, o canaquinumabe (llaris ®), é
um anticorpo monoclonal direcionado a IL-1B, que demonstrou eficacia no tratamento da artrite
idiopética juvenil de inicio sisttmico (MCENTEE; FINLAY; LAVELLE, 2019).

Interromper o ciclo de feedback inflamatério € um objetivo fundamental da terapia para
Dlls. A IL-1B, como ja mencionado, executa um papel importante na iniciagdo e manutengdo do
processo inflamatdrio crénico observado nas DIls. Contudo, até a presente data, ndo ha nenhum
anticorpo monoclonal anti-1L-1p aprovado pela FDA para o tratamento de DIls. Além disso, apos
consulta na plataforma ClinicalTrials.gov, ndo foram encontrados ensaios clinicos para o
blogueio de IL-1p na DII, embora estudos pré-clinicos sugiram um papel desta citocina na
imunopatogénese das DIls (IMPELLIZZERI et al., 2018; KWON et al., 2005; SHOUVAL et al.,
2016; YOSHIDA et al., 2010). Dados anteriores reportam que, embora a anakinra demonstre um

grau de eficacia na inflamacéo sistémica, ela se mostrou ineficaz para o tratamento das DIIs, com
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agravamento da DC ap6s seu uso (CARTER; VALERIANO; VASEY, 2003; HUGLE; SPETH,;
HAAS, 2017).

Dessa forma, considerando a resposta clinica positiva da inibicdo de IL-1p no tratamento
de outras condicGes inflamatdrias crénicas, como artrite reumatoide e artrite idiopatica juvenil
(DINARELLO; VAN DER MEER, 2013; MCENTEE; FINLAY; LAVELLE, 2019), pode-se
sugerir que o bloqueio de IL-1P precisa ser mais explorado na pesquisa pré-clinica, no objetivo
de compreender seus efeitos na inflamagéo intestinal e com a finalidade de aponta-lo como um
promissor alvo terapéutico para a DII. Para tal, investigar rotas alternativas de neutralizacdo dessa
citocina é crucial para compreender as limitacGes ou falta de sucesso dos inibidores de IL-1p ja

disponiveis.

1.8 Modelos experimentais utilizados na pesquisa das DIIs

A utilizacdo de modelos animais tornaram-se cruciais ferramentas para compreender 0s
mecanismos moleculares e celulares que levam ao desenvolvimento de doencas, como elas se
iniciam e se perpetuam, além de permitir investigar o efeito de potenciais tratamentos. Por isso,
0s modelos animais de inflamacéao intestinal tém se tornado essenciais no estudo das Dlls, pois
fornecem uma ferramenta Gtil para: (1) caracterizar a base mecanistica da doenga; (2) identificar
novos alvos para intervencdo terapéutica; e (3) testar novos tratamentos (BANG;
LICHTENBERGER, 2016; WIRTZ et al., 2017).

Uma variedade de modelos animais foi estabelecida para investigar a patogénese e testar
terapias para Dlls. Esses modelos podem ser categorizados em quatro grandes grupos: modelos
geneticamente modificados, imunomodulados, espontaneos e erosivos/induzidos quimicamente.
Cada modelo experimental possui pontos fortes e fracos exclusivos no estudo de doencas
inflamatdrias intestinais sem nenhum modelo de camundongo que replique completamente a
patologia clinica caracteristica das Dlls (PADUA et al., 2016; WIRTZ et al., 2017). A ampla
variedade de opcgdes permite aos pesquisadores escolher um modelo que atenda os objetivos de
seus estudos com base nas caracteristicas e aspectos Unicos de cada modelo (BANG;
LICHTENBERGER, 2016).

Os modelos de inducdo quimica sdo os mais utilizados para estudar a inflamagéo

intestinal devido ao inicio imediato da inflamacdo, facilidade de aplicacéo e custos relativamente
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baixos, além da importante semelhanga nos aspectos imunoldgicos as DlIls humanas
(GADALETA; GARCIA-IRIGOYEN; MOSCHETTA, 2017). Os modelos de colite com
dextrano sulfato de sodio (DSS) e acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) estdo entre 0s
modelos quimicos mais utilizados na pesquisa da DIl (WIRTZ et al., 2017). Ambos envolvem um
insulto quimico ao epitélio intestinal, permitindo que bactérias e moléculas imunogénicas entrem
na mucosa que, por sua vez, induzem a resposta inflamatéria (BANG; LICHTENBERGER,
2016). Além disso, como com todos os modelos animais disponiveis, as colites DSS e TNBS,
mesmo apresentando limitagdes, se assemelham a aspectos diferentes e importantes da na
patogénese da DIl humana (GADALETA; GARCIA-IRIGOYEN; MOSCHETTA, 2017).

O modelo de colite induzida por DSS apresenta achados imunohistoldgicos semelhantes a
CU (CHASSAING et al., 2014). As primeiras alteracdes relacionadas ao DSS podem comecar a
serem observadas ap0s um dia de tratamento e incluem a diminuicdo da expressdo das TJs,
aumento a permeabilidade intestinal e 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-18,
IFN-y, IL-10 e IL-12) no co6lon (CHASSAING et al.,, 2014; GADALETA; GARCIA-
IRIGOYEN; MOSCHETTA, 2017). As lesbes histoldgicas observadas no modelo de colite
induzida por DSS revelam destruicdo das criptas, ulceracdes e erosdes, seguidos por edema da
mucosa, deple¢do de mucina, abscessos e infiltrado inflamatério (CHASSAING et al., 2014).
Para inducdo da colite, 0os animais recebem concentrac@es de 2-10% do DSS por breves periodos
de 4-14 dias. Os animais ingerem os polimeros de DSS na &gua levando a colite caracterizada
por diarreia, sangue nas fezes, perda de peso e alteracGes histopatoldgicas, como visto na colite
ulcerativa em humanos (CHASSAING et al.,, 2014; GADALETA; GARCIA-IRIGOYEN;
MOSCHETTA, 2017).

Por outro lado, o modelo de colite TNBS apresenta caracteristicas imunohistoldgicas
semelhantes a DC humana (ANTONIOU et al., 2016). Os animais que recebem a instilacdo retal
de TNBS desenvolvem diarreia, sangramento retal, prolapso retal e perda de peso acentuada. As
manifestacdes clinicas tipicamente atingem o pico em 2 a 4 semanas e podem ser seguidas por
recuperacdo parcial ou morte (ANTONIOU et al., 2016; JONES-HALL; GRISHAM, 2014). Em
relacdo aos achados histologicos, observa-se um exacerbado infiltrado inflamatorio transmural
de células imunes, composto por macrofagos, linfocitos T CD4+ e neutréfilos. Ulceragdo, edema
e perda de células caliciformes também sdo observados (ANTONIOU et al., 2016; JONES-
HALL; GRISHAM, 2014; NEURATH, 2017). O modelo induzido por TNBS possui um perfil



32

caracteristico de citocinas de células Thl e Thl7. Foi observado que células T CD4+ da lamina
propria produzem altos niveis de IL-12, IL-17, TNF-o, IFN-y, IL-2, proteina-1 inibidora de
macrofagos e niveis mais baixos de IL-4 (ANTONIOU et al., 2016; JONES-HALL; GRISHAM,
2014).

E importante ressaltar que, independente do modelo usado, caracteristicas como linhagem
do animal, peso e sexo devem ser considerados para obter um modelo mais apropriado e que
reproduza corretamente os achados das DIlls humanas (BANG; LICHTENBERGER, 2016;
GADALETA; GARCIA-IRIGOYEN; MOSCHETTA, 2017; WIRTZ et al., 2017).

1.9 Bactérias lacticas: alternativa promissora para terapéutica das DIls

O grupo de bactérias acido lacticas (BALSs) inclui um amplo e heterogéneo grupo de
microrganismos onipresentes que obtém energia através da conversdo de agucares em &cido
lactico. Quanto a morfologia, as BALs podem assemelhar-se a cocos, bastonetes ou bacilos. Sdo
microrganismos Gram-positivos com um baixo teor de conteddo genémico G-C (54%) e sdo
anaerdbios facultativos ndo formadores de esporos, iméveis e ndo produzem catalase
(BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2013; CARVALHO et al., 2017a; PESSIONE, 2012). Quanto
a distribuicdo, as espécies deste grupo podem ser encontradas naturalmente em diferentes
ambientes que sdo ricos em nutrientes como a decomposicdo de vegetais e frutas, e até mesmo
nos tratos orais, urogenitais e intestinais de mamiferos e outros animais. Adicionalmente, podem
ser encontrados em varios tipos de laticinios, ja que algumas linhagens sdo usadas para produzi-
los (CARVALHO et al., 2017a; HANNIFFY et al., 2004).

As espécies de BALs encontradas no TGl humano podem ser autdctones como aquelas
gue compdem a microbiota, a exemplo daquelas pertencentes aos géneros Lactobacillus e
Streptococcus, ou aloctones como transientes do TGI, como Lactococcus sp. e algumas cepas de
Lactobacillus usadas para producdo de iogurtes (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2013;
WHELAN, 2011). Tais caracteristicas inerentes a esse vasto grupo os destacam no que tange ao
impacto positivo na salde humana e sdo geralmente consideradas como seguras (GRAS —
Generally Recognized As Safe) pelo Food and Drug Administration (FDA) (BERMUDEZ-
HUMARAN et al., 2013; CARVALHO et al., 2017b; WANG et al., 2016; WHELAN, 2011).
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Diversas espécies deste grupo apresentam propriedades benéficas, atuando como
probidticos e prevenindo quadros infecciosos, promovendo a satde e longevidade humana. Nesse
contexto, a comunidade cientifica vem ampliando os estudos referentes ao papel destes
microganismos na modulacdo de respostas benéficas em diversos distarbios intestinais, no intuito
de promover a aplicagdo terapéutica desses microrganismos (DE AZEVEDO et al.,, 2014;
MIYOSHI et al., 2014).

1.10 Bactérias laticas recombinantes na terapéutica das doencas inflamatdrias
intestinais

No intuito de otimizar as propriedades probiéticas, diversos grupos de pesquisa vém se
concentrando em desenvolver linhagens de BALs geneticamente modificadas capazes de
expressar proteinas heterdlogas e como carreadoras de plasmideos de interesse médico, como
aqueles que codificam moléculas anti-inflamatérias (CARVALHO et al., 2017).

Diante deste contexto, diferentes linhagens recombinantes de BALS com propriedades
anti-inflamatoérias aumentadas tém sido produzidas. Relatos recentes incluem a construgcdo de
cepas de L. casei, L. plamtarum, S. thermophilus e L. lactis capazes de expressar moléculas anti-
inflamatorias, aumentando os efeitos benéficos destas bactérias (DEL CARMEN et al., 2014;
LEBLANC etal., 2011).

Assim, varios estudos tém focado no uso de BALSs recombinantes com propriedades anti-
inflamatérias como alternativa de tratamento para as doencas inflamatérias do TGl
(CARVALHO et al., 2017a; DANIEL et al., 2011; DE MORENO DE LEBLANC et al., 2016;
HANNIFFY et al., 2004; LEBLANC et al., 2011; LEVIT et al., 2017; MOTTA et al., 2012;
WANG et al., 2016). Tais tratamentos utilizam a via oral, 0 que torna ainda mais viavel quando
comparado a terapias sistémicas, as quais utilizam a via parenteral, em que muitas vezes esta
associada a efeitos colaterais. De fato, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que
imunizacdo ou tratamento para diversas doencas seja por via oral devido a razdes econdmicas,
logisticas e de seguranca. Um outro ponto de destaque é que essa via de administracdo oferece
vantagens importantes sobre a administracdo sistémica, como a reducdo dos efeitos adversos,
pois as moleculas sdo administradas localmente e tém a capacidade de estimular as repostas
imunes do GALT (CARVALHO et al., 2017).
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1.11 Lactococcus lactis recombinantes como potencial tratamento das DI1lIs

Como mencionado anteriormente, as terapias baseadas em anticorpos monoclonais
tornaram-se populares no tratamento de CU e DC em humanos. Contudo, os efeitos terapéuticos
tém sido avaliados, dado que a imunoterapia convencional requer uma exposi¢do sistémica e,
consequentemente, efeitos colaterais drasticos, além dos elevados custos que esta abordagem
requer (LICHTENSTEIN et al., 2015).

As linhagens recombinantes de L. lactis vém sendo amplamente exploradas na pesquisa,
principalmente na obtencéo de proteinas de interesse terapéutico. Vérios trabalhos confirmam a
capacidade de L. lactis em apresentar antigenos e expressar moléculas terapéuticas na mucosa,
gerando efeitos imunomoduladores significativos (ALMEIDA et al., 2016; BERMUDEZ-
HUMARAN et al., 2008; DE AZEVEDO et al., 2015; LIU et al., 2016; TAGHINEZHAD-S et
al., 2019; VANDENBROUCKE et al., 2010). Contudo, o maior desafio desta aplicacdo consiste
principalmente na expressdo de genes eucarioticos nesta bactéria, uma vez que diferencas
observadas entre maquinaria molecular dos sistemas eucarioticos e procaridticos podem ser
cruciais para construcdo de moléculas bioativas. Por exemplo, o processamento pds-traducional
em L. lactis, algumas vezes ndo é correto, pois modificacdes tais como glicosilaces e formacéao
de pontes dissulfeto sdo limitadas devido a falta da enzima dissulfeto isomerase, resultando em
uma quantidade muito baixa da forma ativa da proteina de interesse (PONTES et al., 2011).

A descoberta de que as bactérias sdo capazes de transferir material genético para células de
mamiferos in vitro impulsionou o campo da engenharia genética em construir vetores eficientes
para a entrega de DNA (AZIZPOUR et al.,, 2017). Assim, alguns estudos ja utilizam uma
estratégia alternativa para contornar este problema, que se baseia no uso destas bactérias para a
entrega de plasmideos com cassetes de expressdo eucaridtica, onde as modificacbes pos-
traducionais da proteina de interesse sejam realizadas pelas células eucaridticas hospedeiras
(GUIMARAES et al., 2005; PONTES et al., 2011). Nestes mecanismos de transferéncia, apds a
invasdo celular, a L. lactis provavelmente é internalizada por vesiculas fagolisossomais e sofre
lise, liberando o DNA plasmidial. Em seguida, 0 DNA plasmidial pode escapar da vesicula para o
citoplasma e por fim, ser translocado para o nacleo da célula onde ocorre a expressao da ORF
(“Open Reading Frame - Fase de Leitura Aberta) de interesse, ou seja, da informacgéo genetica
inserida no plasmideo, com posterior sintese da proteina de interesse (Figura 2). Neste sistema de

entrega, as bactérias atravessam a membrana plasmatica da célula alvo ou sdo fagocitadas,
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entregando o plasmideo vacinal diretamente no interior da célula, além de proteger o DNA
plasmidial de degradacéo por nucleases (PONTES et al., 2011; SCHOEN et al., 2004).

Figura 2: Representagdo esquematica da transferéncia de um plasmideo vacinal de uma bactéria
invasiva atenuada para uma célula eucariética.
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(1) Célula eucaridtica e bactéria contendo o plasmideo vacinal; (2 e 3) Entrada da bactéria em uma
vesicula primaria na célula hospedeira; (4) Fusdo da vesicula primaria com o compartimento lisossémico e
lise bacteriana; (5) Escape do plasmideo de DNA da vesicula para o citoplasma; (6) a vacina de DNA
alcanga o nlcleo da célula; (7 e 8) Transcrigdo e traducdo do antigeno de interesse e apresentacao deste ao
sistema imune (Adaptado de Pontes et al., 2011).

Atualmente, existem varios sistemas de expressao disponiveis para L.lactis, possibilitando
diferentes de aplicacBes de proteinas anti-inflamatérias que podem ser aplicadas na terapéutica da
inflamacdo intestinal. Dentre estes, destaca-se 0 uso do plasmideo denominado pValac
(vaccination using lactic acid bactéria), um vetor de expressao eucariética que visa otimizar a
estratégia de entrega de DNA plasmidial (GUIMARAES et al., 2009).

O plasmideo pValac, representado esquematicamente na figura 3, foi criado através da fusao
de: (1) do promotor do citomegalovirus (pCMV), que permite a expressdao da ORF de interesse
em células eucarioticas; (2) um sitio de clonagem multipla (MCS); (3) a sequéncia sinal de
poliadenilagdo do hormdnio de crescimento bovino (BGH poliA) para estabilizar o transcrito do

RNA mensageiro (RNAm); (4) as origens de replicagdo que permitem a propagagdo do
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plasmideo em Escherichia coli e L. lactis ; e (5) um gene de resisténcia ao cloranfenicol para a
seleco de estirpes recombinantes (GUIMARAES et al., 2009).

Figura 3: Estrutura do plasmideo pValac.

pValac
3742 bp

Estrutura do plasmideo pValac. As caixas indicam: local de clonagem mdaltipla (MCS) e regido de
poliadenilagcdo da BGH (poli A). As setas indicam: promotor de citomegalovirus (pCMV); origem de
replicacdo de L. lactis (Rep A) e E. coli (Rep C) e cloranfenicol gene de resisténcia (Cm). Sdo mostrados
os locais de restricdo Clal e Bglll usados para ligar regides eucaridticas e procarioticas (Adaptado de
Guimarées et al., 2009).

Diante da possibilidade da manipulagdo genética de L. lactis, a administracdo oral de tais
cepas recombinantes se mostra promissora no tratamento da inflamacéo do TGI e outro fato é que
a possibilidade de codificacdo da informacdo contida na ORF de interesse pela célula eucariotica
torna ainda maior a possibilidade de obtencdo de boas respostas terapéuticas. Além disso, com o
proposito de otimizar a eficiéncia de entrega do cassete de expressdo eucaridtico as células
eucaridticas e as interacfes entre as BALs com as células hospedeiras, uma nova linhagem
invasiva de L. lactis que expressa a proteina de ligacdo a fibronectina A (FnBPA), uma adesina
de membrana de Staphylococcus aureaus, foi desenvolvida. A expressdo de FnBPA melhora e
facilita a entrega do DNA em ceélulas eucarioticas, devido a capacidade da FnBPA em mediar a
adesdo da bactéria ao epitélio intestinal, aumentando a entrada dessas bactérias em celulas ndo
fagociticas. Estudos reportam o aumento da invasividade de L. lactis FnBPA+ em células in vitro
a niveis comparaveis a S. aureus (INNOCENTIN et al., 2009).
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A utilizagdo de uma linhagem da L. lactis invasiva foi testada em um experimento com o
modelo de cancer de camundongo induzido pelo papilomavirus humano (HPV-16) tratados com
uma linhagem de L. lactis exibindo em sua superficie celular o antigeno E7 (LL-E7) e o FNBPA
(LL-E7 + FnBPA), em que foi observado uma resposta imune Thl sisttmica mais eficiente nos
animais imunizados com a bactéria recombinante invasiva. Além disso, os camundongos
vacinados com LL-E7 + FnBPA foram melhor protegidos quando desafiados com tumores
induzidos por HPV-16 (ALMEIDA et al., 2016).

Somando as duas estratégias que consistem na utilizacdo de uma linhagem invasiva e
veiculo para entrega do plasmideo de expressdo eucariotica, foi desenvolvida uma linhagem de L.
lactis capaz de expressar em sua superficie 0 FnBPA e de entregar o pValac para a expressdo
eucaridtica de proteinas de interesse (PONTES et al., 2012). Estudos anteriores reportam o
potencial terapéutico de tais linhagens no tratamento da inflamacdo intestinal em modelos de
colite experimental. A aplicagdo terapéutica de L. lactis MG1363 FnBPA+ carreando o
plasmideo pValac codificador de citocinas anti-inflamatorias, incluindo I1L-4 e IL-10 resultaram
na reducdo de marcadores inflamatdrios e dano histoldgico intestinal e promoveram melhora da
colite experimental (SOUZA et al., 2016; ZURITA-TURK et al., 2014).

Recentemente, uma linhagem de L. lactis MG1363 FnBPA+ carreando o vetor de
expressdo eucaridtica pValac codificando fragmentos de anticorpos monoclonais anti-TNF-a foi
construida (CHIABAI et al., 2019). Quando testada no tratamento de colite induzida por DSS e
TNBS, a linhagem L. lactis MG1363 FnBPA+ pValac::anti-TNFa demonstrou ser capaz de
entregar o plasmideo localmente a partir da expressdo do fragmento de anticorpo monoclonal
anti-TNF e de promover melhora nos aspectos inflamatorios da colite, avaliado através niveis de
citocinas pré-inflamatorias e dano histopatoldgico (CHIABAI et al., 2019; VIANA, 2020).

1.12 Fragmentos de anticorpos monoclonais como abordagem promissora na
terapia das Dlls

Com o avango da tecnologia do DNA recombinante, varias formas de anticorpos
recombinantes foram geradas através da manipulacéo dos genes codificadores para cada uma das
cadeias do anticorpo, tornando possivel alterar a estrutura e funcao do anticorpo (AHMAD et al.,
2012). Fragmentos de anticorpos como Fab (fracdo ligante ao antigeno), scFv (fragmento

variavel de cadeia Unica) e outros podem ser gerados pela remocdo de parte ou toda cadeia
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constante, ou toda porcao Fc dos anticorpos (AHMAD et al., 2012). Esse grupo de fragmentos de
anticorpos monoclonais tem emergido no campo da pesquisa basica e aplicada e se tornado
promissor para a construcdo de tratamentos imunoterapéuticos (KEIZER et al., 2010; XENAKI,
OLIVEIRA; VAN BERGEN EN HENEGOUWEN, 2017). Diferente dos anticorpos monoclonais
bifuncionais (constituidos da porcdo Fc e Fab), os fragmentos de anticorpos monoclonais,
considerados mAbs de nova geragdo, apresentam algumas caracteristicas que 0s tornam bons
candidatos para construcdo de terapias, incluindo tamanho, uma meia-vida menor no soro do
individuo em comparagdo ao anticorpo bifuncional, além de apresentar melhor penetrabilidade
nos tecidos (KEIZER et al., 2010).

1.13 Justificativa da proposta

A crescente utilizacdo de terapias bioldgicas, principalmente aquelas pautadas no uso de
anticorpos monoclonais que visam neutralizar citocinas relacionadas a progressao da doenca, tem
trazido beneficios clinicos destacaveis, porém, apresentam algumas limitacGes no que tange aos
efeitos colaterais devidos ao uso sistémico. Além disto, as tecnologias necessarias para producéo
de tais anticorpos estdo vinculadas a elevados custos que refletem diretamente na sua utilizacéo.
Assim, a proposta vinculada a este projeto buscou avaliar formas alternativas de produzir mAbs
recombinantes utilizando rotas alternativas que podem propiciar melhores efeitos terapéuticos.

No que tange ao contexto da terapéutica da DC, a abordagem explorada no presente
estudo representa uma potencial estratégia terapéutica inovadora, pois 0 uso por via oral de tais
bactérias esta associado a vantagens da imunidade da mucosa, evitando os efeitos indesejaveis
associados a administracdo sistémica dos mAbs. Um outro fato a destacar € a simplicidade da
técnica e o baixo custo da terapia com DNA.

Além disso, explorar a imunomodulagido local da mucosa torna-se interessante no
contexto da DC, visto que o microambiente intestinal é o local afetado pela doenga, mas também
é nele encontrado um sistema imune robusto que pode ser alvo de manejo utilizando moduladores
biolégicos. Portanto, as linhagens MG1363 de L. lactis expressando FnBPA se mostram
promissoras e compativeis com a proposta deste trabalho em utilizar essa linhagem recombinante
com fendtipo invasivo como carreadora do plasmideo pValac que carrega a informacdo para

codificar fragmentos de anticorpos monoclonais do tipo scFv do anticorpo monoclonal
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Gevokizumabe, que neutraliza a citocina pré-inflamatoria IL-1B, importante na patogénese da
inflamacdo intestinal.

Logo, partindo dos pressupostos acima, nossa proposta baseia-se em avaliar os efeitos da
linhagem de L. lactis MG1363+ (FnBPA) carreadora do plasmideo pValac codificador do
fragmento de anticorpo monoclonal anti::IL-18 em um modelo de inflamagdo intestinal induzido

quimicamente por TNBS.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos anti-inflamatérios do produto do plasmideo de expressdo eucariotica

codificante de fragmentos de anticorpos scFv anti-IL-1p carreado por uma linhagem invasiva de

Lactococcus lactis na doenca de Crohn experimental induzida por TNBS.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da entrega do plasmideo pelas bactérias recombinantes sobre 0s
pardmetros macroscopicos associados a inflamacéo intestinal no modelo de colite cronica,
induzida por TNBS.

e Verificar o impacto da entrega do plasmideo pelas bactérias recombinantes na
manutencdo da arquitetura intestinal,

e Auvaliar os efeitos do tratamento com a bactéria recombinante na diminuicdo do dano
histopatologico.

e Mensurar o percentual de células produtoras de mucinas neutras no colén em resposta ao

tratamento com as bactérias recombinantes.



MATERIAL E METODOS



41

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas com 6-8 semanas de idade (20-249)
provenientes do biotério do Laboratério de Controle Neural da Circulagéo e Hipertensdo Arterial
(LACONCHA), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os animais receberam agua filtrada
e racdo sem restricdes durante todo o experimento e foram mantidos em micro-isoladores. O
biotério utilizado tem instalacdes proprias, com uma sala para acomodacao dos animais, contando
com temperatura controlada (22-24°C), controle de luz de 12 horas e exaustor tanto para redugéo
do odor como para a circulacdo de ar. Todos os procedimentos aqui descritos com animais foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da
Paraiba (protocolo 1840030418).

3.2 Inducéo da colite experimental por TNBS

Para inducdo da colite cronica experimental, 0 método usado foi o descrito por Wirtz e
colaboradores (2017) com modificacbes. Os camundongos foram expostos a administracdes
intracol®nicas de doses crescentes de TNBS em etapas. Sete dias antes da primeira administracéo
intra-retal de TNBS, os camundongos foram pré-sensibilizados com uma Gnica aplicacdo de 150
uL de um mix contendo acetona e azeite numa proporcao de 4:1 com 1% TNBS (Sigma-Aldrich)
na pele da regido dorsal apds a raspagem dos pelos. Nos dias 7, 14 e 21, os camundongos foram
anestesiados com solucdo cetamina/xilazina via intraperitoneal e foi administrado 0.75, 1.5e 2.5
mg de TNBS diluido em etanol 40% via intra-retal (respectivamente nos dias 7, 14 e 21) com
ajuda de um cateter com didmetro de 2 mm conectado a uma seringa de 1.0 ml e introduzido até
uma distancia de aproximadamente 4 cm do anus. Foi administrado 100 puL da solugdo de TNBS,
e os animais foram mantidos em posicdo vertical (cabeca para baixo) por 60 segundos para
distribuicdo completa e igual do hapteno. Nos dias 19 a 23 foram realizadas as gavagens
intragastricas com os diferentes tratamentos. (Figura 4).

3.3 Desenho experimental dos grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos: (i) CN: tratamento oral com salina e

aplicacdo intra-retal de etanol; (ii) TNBS: tratamento oral com salina e aplicacdo intra-retal de
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etanol/TNBS; (iii) LL-F: tratamento oral com L. lactis MG1363 FnBPA+ e aplicagdo intra-retal
de etanol/TNBS; (iv) LL-FI: tratamento oral com L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-1L-15)
e aplicacdo intra-retal de etanol/TNBS. Os animais dos grupos passaram pelo protocolo de

inducdo com TNBS e no dia 24 foram eutanasiados, como ilustrado na figura 4.

Figura 4: Cronograma da inducéo da colite induzida por TNBS e aplicacdo dos tratamentos
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No dia O foi realizada a pré-senbilizacdo, nos dias 7, 14 e 21 os camundongos receberam,
respectivamente, a instilacdo de 0.75, 1.5 e 2.5 mg de TNBS em etanol 40% por via intra-retal. O
tratamento oral aconteceu entre os dias 19 e 23. No dia seguinte a Gltima gavagem os camundongos
foram eutanasiados (Fonte: VIANA, 2020).

3.4 Linhagens bacterianas, plasmideos, condi¢6es de cultivo e estocagem

As linhagens bacterianas foram cedidas pela Universidade de Brasilia e as culturas foram
mantidas em uma solucdo estéril de glicerol 80% (1 parte de glicerol 80%:4 partes da cultura
bacteriana) e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C. O cultivo foi feito utilizando meio de
cultura M17 acrescido de 0,5% de Glicose a 30°C sem agitagdo por aproximadamente 16 horas
(DO=1). As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho estdo listadas na tabela 2 e os

plasmideos utilizados na tabela 3.



43

Tabela 1: Linhagens bacterianas utilizadas neste estudo
Linhagem Caracteristicas Fonte
Lactococcus lactis MG1363 | L. lactis MG1363 expressando
FnBPA+ FnBPA de S. aureus (Eryr) (QUE etal., 2001)
Lactococeus lactis MG1363 L. lactis expressando FNnBPA

e de S. aureus carreando o
FnBPA+ (pValac:anti-IL- plasmideo pValac:anti-1L-18

(CHIABAI, 2019)

1) (anti-1L-18 / Cmr / Eryr)
Tabela 2: Plasmideos utilizados neste estudo
Plasmideos Caracteristicas relevantes Fonte
Shuttle vetor:
pOri23-FNBPA (FnBPA / ori ColEL/ P23/ (QUE et al., 2001)
Eryr)?
Vetor de expressédo eucariética
pValac (pCMV / Cmr / RepA/ (GUIMARAES et al., 2009)
RepC)P
pValac contendo ORF anti-IL-
— 1B
pValac:anti-IL-18 (PCMV / Cmr / RepA / RepC (CHIABAL, 2019)
/ anti- -IL-18)°

a: Plasmideo contendo o gene codificador da proteina FnBPA de Staphyloccocus aureus; Eryr: resisténcia
a Eritromicina; ori ColE1: origem de replicacdo; P23: promotor cromossdmico de L. lactis MG1363.

b: pValac: Vaccination using Lactic acid bactéria; pCMV: promotor do citomegalovirus; RepA e RepC:
origens de replicagdo procaridtica; Cmr: gene de resisténcia ao cloranfenicol; gfp: ORF do gene
codificador da proteina verde fluorescente; anti-IL-1B: ORF do gene codificador da proteina scFv anti- IL-

1P.
3.5 Preparacao das bactérias para administragao

As doses a serem administradas foram preparadas a partir das culturas bacterianas
congeladas. As doses foram centrifugadas 4.000 rpm, a 4°C por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as bactérias foram ressuspendidas em salina 0,9% estéril (NaCl 0,9%). Esse
processo foi repetido 2 vezes, e em seguida as bactérias foram incubadas com soro fetal bovino a
4°C por 1 hora (10% de SFB em solucdo salina), com objetivo de disponibilizacdo de
fibronectina. Em seguida foram realizadas mais 3 lavagens com salina seguidas da centrifugagéo
como descrito acima. Por fim, o sedimento foi ressuspendido em salina, de modo que cada 100

uL contivesse 10° UFC (unidades formadoras de col6nias).

3.6 Administragdo das bactérias

A administracdo de bactérias se deu pela via intragastrica com a técnica de gavagem

utilizando uma cénula especifica de aco inox, sem causar qualquer prejuizo para o tecido animal,
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uma vez que possuia a ponta arredondada. Os camundongos dos grupos LL-F e LL-FI receberam
10° UFC de cada uma das linhagens recombinantes ressuspendidas em um volume de 100uL de
solucdo salina 0,9% estéril. As inoculagdes foram realizadas por cinco dias consecutivos (dias 19,
20, 21, 22 e 23) (Figura 4). Os camundongos dos grupos CN e TNBS receberam o inoculo de
salina 0,9% esteéril, para que estivessem expostos as mesmas condi¢des de estresse que 0s animais
submetidos ao tratamento com a bactéria. Um dia ap6s o termino do tratamento, os animais foram

eutanasiados (dia 24).

3.7 Indice de atividade da doenca (1AD)

O indice de atividade da doenca (IAD) foi calculado usando um sistema de pontuacao
previamente estabelecido por Kasinathan et al. (2018). O IAD consistiu na média das pontuagdes
combinadas para perda de peso, consisténcia das fezes e sangramento retal. As caracteristicas que
foram classificadas incluiram o seguinte: perda de peso corporal (0, nenhuma; 1, 1-5% de perda;
2, 5-10 % de perda; 3, 10-20% de perda e 4,> 20% de perda), consisténcia das fezes (0, normal,
2, fezes moles e 4, diarreia) e sangramento retal (0, ausente; 2, moderado e 4, grave). Os animais
tiveram seu peso acompanhado diariamente, a perda de peso corporal foi definida pela diferenca
entre o peso inicial e final e expresso em porcentagem. A consisténcia das fezes e o sangramento

retal foram observados durante a seccdo do c6lon no dia da eutanasia.

3.8 Coleta do material bioldgico

A eutanasia dos animais se deu por exsanguinacdo realizada por puncdo cardiaca ap6s
anestesia geral. Logo em seguida, o c6lon foi cuidadosamente retirado e 0s parametros peso e o
comprimento do clon foram mensurados. O comprimento do colén obtido se deu considerando a
extensdo desde a jungdo com o ceco até o reto. Em seguida, o colon foi dividido em uma porc¢éo
proximal (proximo do ceco) e outra distal (proxima do reto). As porcdes de tecidos do colon
foram entdo utilizadas para a andlise histoldgica. Os tecidos foram mantidos em formaldeido
tamponado 4% por 48 horas e posteriormente mantidos em etanol 70%, para realizacdo das
técnicas de coloracdes. A fixagdo das amostras em formalina tamponada em um volume superior

no minimo a 10x o volume da peca anatdmica garantiu a integridade do tecido, evitando a sua
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degradacdo por enzimas presentes no interior das células ou por bactérias, além de preservar a

estrutura e a composigao celular.

3.9 Analise histologica
3.9.1 Preparacéo das laminas para andlise histologica

Inicialmente, cada ¢érgdo foi inserido em um cassete devidamente identificado para
facilitar o manuseio durante o processo evitando possiveis trocas. O material coletado em
formalina tamponada foi entdo desidratado por imersdes sucessivas de 1 hora numa série
crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%. A imersédo em alcool absoluto foi realizada duas
vezes. A etapa de desidratacdo evita a retracdo do tecido e, consequentemente, as lesdes
estruturais da celula de caréter irreversiveis.

Apds a desidratacdo foi feita a diafanizacdo, na qual o material foi imerso duas vezes em
xilol com duracdo de 1 h cada imersdo. O xilol funciona nesta etapa como desalcolizante. Em
sequéncia foi realizada a diafanizacdo, com a impregnacdo do material realizada em parafina. Na
impregnagédo, as amostras foram submetidas a dois banhos sucessivos em parafina, cada banho
com duracdo de 1 h.

Entdo, o material histolégico foi emblocado em férmas de parafina. Quando o material foi
totalmente imerso na parafina, cada forma foi deixada ao ar livre & temperatura ambiente para
solidificacdo da parafina. Os blocos formados foram retirados das formas e, em seguida, foram
realizados os cortes histolégicos no micrétomo.

Os cortes histologicos foram realizados com espessura de 5 pm. Apds a microtomia, as
fitas de parafina obtidas foram colocadas em banho-maria (38 — 40 ° C). Com auxilio de laminas,
os cortes foram “pescados” do banho-maria e as laminas foram reservadas para secagem do
material.

Como os cortes do material biolégico aderido as laminas apresentam-se transparentes e
ndo sendo possivel identificar as estruturas que o compdem ao microscopio, foram realizadas
coloragdes. Os protocolos de coloracdo sdo executados com banhos sequenciais de varios
corantes e reagentes. Com os cortes aderidos as Iaminas foi realizado a coloragédo hematoxilina &
eosina (H&E) para visualizagdo e analise geral do corte histologico e da migragdo celular. Em
seguida, foi realizada a montagem das laminas com insercdo de laminulas. Como meio de

montagem (selante) foi utilizado o balsamo do Canada (VIEIRA, 2008).
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3.9.2 Coloracao Hematoxilina Eosina (H&E)

As laminas foram inicialmente desparafinadas por imersdao no xilol, em um banho
duplicado durante 10 minutos, cada imersdo. Em seguida, as laminas foram hidratadas em alcool
com concentragdes decrescentes até o alcool 70°. Posteriormente, as amostras foram lavadas de
forma rédpida em &gua destilada. Entdo, foram imersas na hematoxilina de Harris por 30s, e
mergulhadas rapidamente em agua destilada até a observacdo do tom azul nos cortes. Em
seguida, as laminas foram colocadas no corante eosina, por 5 minutos, desidratadas com alcool a
80, 90 e 95% com duracdo de 2 minutos, cada imersao. Apos isso, as laminas foram colocadas na
estufa por 5 minutos para secagem tornando possivel sua imersdo no xilol durante 10 minutos,
duas vezes, a fim de clarificar o material.

Apbs coloracdo, foi realizada a selagem das laminas para torna-las permanentes. O
balsamo do Canada foi colocado sobre o corte e coberto por uma laminula. Depois, com auxilio
de uma pinca, foram retiradas as bolhas entre lamina e laminula e comprimida com firmeza sobre
0 corte para o espalhamento do selante. Apds 24 h, foram retirados os excessos do balsamo para

acabamento e finalizacdo do preparo das laminas (VIEIRA, 2008).

3.9.3 Coloracéo P.A.S. (Acido Periddico de Schiff)

A coloracdo pelo &cido periédico de Schiff revela mucinas neutras intracelulares. A
reacdo do acido periddico seletivamente oxida os residuos de glicose, produzindo aldeidos que
reagem com o reagente de Schiff e produzem uma cor parpura.

As laminas foram inicialmente desparafinadas por imersdo no xilol, em um banho
duplicado durante 10 min, cada banho. Em seguida, as laminas foram hidratadas em alcool
absoluto, 90%, 80%, e 70% por 5 min, cada imersdo e posteriormente as amostras foram lavadas
de forma rapida em agua destilada. Depois foram colocadas no acido periodico a 0,5% por 10
min, na agua destilada por 1 min, no reativo de Schiff por 25 min e lavadas em &gua destilada.
Quando retiradas foram colocadas em 3 banhos sulfurosos de 3 min cada e mergulhadas em agua.
Em seguida, as laminas foram imersas na hematoxilina por 3 min e lavadas em agua. Prosseguiu-
se com a desidratacdo com alcool 80%, 90% e 95%, por 2 min cada. Para clareamento foi

utilizado xilol, as laminas foram imersas no xilol | e Il por 10 min cada. A montagem das laminas
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foi feita com auxilio da laminula contendo o béalsamo do Canada, a lamina foi sobreposta no
centro da laminula de modo que o corte estivesse coberto.

Nas laminas coradas por P.A.S. é observado: em vermelho a presenca de glicogénio ou
polissacarideos neutros (contendo grupos 1,2 glicol) e mucina (glicoproteina, principal
constituinte do muco). Os proteoglicanos ndo se coram; 0s nucleos e os citoplasmas se coram em

rosa claro. O método PAS permite identificar a producdo de mucinas pelas células caliciformes.

3.9.4 Fotomicrografias e analises histoldgicas

As fotografias digitais foram capturadas pela camera Moticam 5.0 MP acoplada ao
microscopio oOptico calibradas em definicGes especificas conforme a objetiva utilizada: 4x (A.T.
40 x), 10x (A.T. 100 x) ou 40x (A.T. 400x). A anélise histologica foi realizada por um operador
capacitado, o qual analisava qualitativamente os parametros histoldgicos para em seguida
quantifica-los estatisticamente através de score histologico.

Os parametros considerados na coloracdo H&E para o calculo da pontuacdo (escore
histoldgico) estdo descritos na tabela 4 (VIEIRA, 2008). Para a coloracdo PAS, a analise do
percentual (%) de area (células caliciformes produtoras de muco marcadas por PAS) no campo
microscopico foi realizado utilizando o programa Image J.

Além disso, todas a analises histologicas foram realizadas as cegas no intuito de evitar

qualquer viés na obtencédo dos resultados.

3.2 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.). As
diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de analise de variancia (ANOVA), seguindo
0 teste post-hoc de comparacdo de Tukey, utilizando o software GraphPad Prism® verséo 6.0
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A.). Os valores foram considerados significativos
quando p < 0,05.



Tabela 4: Pardmetros analisados no escore histoldgico de Colite

Grau de AlteracGes histoldgicas
Colite

0 Achados histoldgicos idénticos aos camundongos normais

1 Infiltrado inflamat6rio leve em mucosa e /ou submucosa e edema. Erosdes de
mucosa pontual frequentemente associada a proliferacdo capilar. Muscular da
mucosa intacta

2 Alteracoes de grau 1 envolvendo 50% da amostra

3 Infiltrado inflamatdrio proeminente e edema frequentemente com areas de
ulceracdo estendidas além da muscular da mucosa na submucosa. Raras células
inflamatorias invadindo a muscular externa, mas sem necrose muscular.

4 Alteragdes de grau 3 envolvendo 50% da amostra

5 Extensa ulceracdo com necrose coagulativa limitada inferiormente por
numerosas céelulas mononucleares. A necrose se estende profundamente na
muscular externa

6 Alteracdes de grau 5 envolvendo 50% da amostra.

Fonte: Vieira (2008).
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4 RESULTADOS

Neste estudo foi realizado um conjunto de ensaios experimentais para avaliar o efeito da
producdo de fragmentos de anticorpos monoclonais de anti-IL-13 diretamente na mucosa
intestinal de camundongos com colite induzida por TNBS, utilizando Lactococcus lactis como
carreador de plasmideo de expressdo eucaridtica (pValac:anti-IL-/5). Os camundongos foram
divididos nos seguintes grupos: CN; TNBS; LL-F, grupo gue serviu como controle positivo da
inflamacédo, pois a colite foi induzida e foram tratados somente com L. lactis transformada
expressar a invasina FNnBPA e LL-FI, grupo instilado por TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-1p).

4.1 Avaliacéo clinica e macroscépica

O primeiro parametro observado para a avaliar os efeitos lesivos resultantes pela
administracdo do TNBS/etanol intra-retal foi a observacdo diaria do peso corporal dos
camundongos, calculada em porcentagem, considerando 100% do peso no dia 0 do experimento

(Figura 5). Os animais tinham 8 semanas de idade e o peso inicial variou de 20 a 23 gramas.

Figura 5: Variagdo do peso corporal dos camundongos ao longo do experimento.
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. Os pontos no grafico de curva representam as
médias = EPM do peso dos animais obtidos em gramas (g) dos diferentes grupos durante os 24 dias de experimento
(n = 6-8 animais/grupo).
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Durante a indugé&o da colite, o grupo CN apresentou ganho de peso corporal e manteve um
peso constantemente elevado ao longo do experimento. Em contraste, 0os grupos que receberam
TNBS apresentaram redu¢do do peso no periodo de dois dias apds as aplicacdes do TNBS (dia 9,
16 e 23) (Figura 5).

Nos ultimos dois dias do periodo de experimento, equivalente aos dias em que ocorreram
as aplicacbes dos tratamentos (dias 23 e 24), os animais tratados com L. lactis FnBPA+
(pValac::anti-IL-1p) apresentaram uma recuperacdo do peso corporal, em que no dia 23
(99,72+2,67) foi verificado diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo
TNBS (91,78 £ 3,05), bem como no dia 23 e 24 (100,66 + 2,92) foi verificado diferenca
estatisticamente significativa quando comparado com o grupo tratado com LL-F (89,66 + 2,10 e
86,82 + 3,00, respectivamente). Nos dias finais do experimento o grupo LL-F apresentou

significativa perda de peso (Figura 6).

Figura 6: Variagdo de peso corporal durante o periodo de tratamento.
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1B); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias + EPM do
peso dos animais expressos em gramas (g) dos diferentes grupos durante o periodo dos tratamentos (n = 6-8
animais/grupo). A analise estatistica foi realizada com o teste Anova e pés-hoc Tukey. Os asteriscos (*) do grafico
representam a diferenca estatistica entre os grupos TNBS e LL-FI. As cerquilhas (#) do grafico representam a
diferenca estatistica entre os grupos LL-F e LL-FI. */# p < 0,05, **/## p < 0,01, ***//### p < 0,0001 e ****/### p
< 0,00001.
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Ap0s a eutandsia dos animais, o colon foi retirado e pesado para obtencdo dos dados
referente ao peso do colon (Figura 7). Apenas o grupo TNBS apresentou um célon mais pesado
(30,26 mg + 1,92), com diferenca significativa com os demais grupos (CN: 17,65 mg + 1,55; LL-
F: 19,06 mg + 2,8; LL-FI: 20,49 mg * 0,96).

Figura 7: Peso do c6lon (mg).
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as medias + EPM do
peso do colén dos animais expressos em miligramas (mg) dos diferentes grupos obtidos no final do experimento (n =
6-8 animais/grupo). A andlise estatistica foi realizada com o teste Anova e p6s-hoc Tukey. * p < 0,05 e ** p <0,01.

Na andlise do comprimento do célon observamos que os grupos TNBS e LL-F,
apresentaram médias de 7,61 cm + 0,33 e 7,77 £ 0,25 respectivamente, mostrando um
encurtamento do colon significativamente maior quando comparado ao grupo CN (9,03 cm +
0,22). O grupo que recebeu o tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-/5) (LL-FI),
expressando média de 8,27 cm = 0,30, apresentou um colén maior em compara¢do ao grupo
TNBS e LL-F, porém sem expressar diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos
demais grupos. Foi verificada diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos CN e TNBS

(Figura 8).
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Figura 8: Comprimento do célon (cm).
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1B); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias £ EPM do
comprimento do colon dos animais expressos em centimetros (cm) dos diferentes grupos obtidos no final do
experimento (n = 6-8 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada com o teste Anova e pds-hoc Tukey. * p <
0,05.

Foi calculado o indice de atividade da doenca (IAD), o qual reflete os sintomas macroscépicos da
colite e auxilia na avaliagdo da funcionalidade do tratamento. O IAD (Figura 9) mostrou-se
aumentado nos grupos TNBS e LL-F, uma vez que o grupo CN apresentou o score zerado, Vvisto
que ndo foi induzida nenhuma inflamacdo nesses animais. O grupo LL-FI apresentou melhora
significativa, com média de 1,00 + 0,32, em relacdo aos controles positivos da doenca (TNBS =
7,33+£0,42; LL-F=7,00 + 1,0).

4.2 Avaliacdo histopatoldgica do colén

4.2.1 Analise das alteracdes histolégicas na regido proximal do cé6lon

As analises histopatoldgicas da porcdo proximal dos colons de camundongos do grupo
CN apresentaram achados histologicos idénticos ao normal com preservacdo das camadas
mucosa, submucosa e muscular externa. A camada mucosa com criptas de Lieberkihn (criptas
intestinais), lamina propria e muscular da mucosa bem preservadas, a camada submucosa delgada
com presenca de vasos sanguineos e a muscular externa com as camadas circular interna e

longitudinal externa com caracteristicas conservadas (Figura 10A e 11A).
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Figura 9: indice de atividade da doenca (IAD).
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo
instilado com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+ (pValac:anti-IL-75); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As
barras representam as médias + EPM do score de dano macroscépico dos diferentes grupos experimentais
(N = 6-8 animais/grupo). O indice de atividade da doenca (IAD) foi pontuado para perda de peso corporal,
consisténcia das fezes e sangramento retal. A analise estatistica foi realizada com o teste Anova e pds-hoc
Tukey. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 e **** p < 0,00001.

Contudo, os grupos de animais submetidos ao protocolo de inflamagdo por TNBS
mostram graus distintos de dano histolégico. O grupo TNBS apresentou desorganizacdo da
mucosa, com perda da arquitetura intestinal, areas de hemorragia e necrose (principalmente no
epitélio), infiltrado inflamatorio, com predominio de células mononucleares, além do
espessamente da parede, especialmente na camada submucosa, em que foi verificado reducgéo do
namero de vasos sanguineos. Adicionalmente, a muscular da mucosa apresentou destruicdo em
algumas regides como observado na figura 10B e 11B.

O tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-1p) (LL-FI) minimizou a gravidade
do dano coldnico, e as analises apontam para uma melhor conservacdo do tecido e células nas
camadas da parede do colon, diminuicdo do infiltrado celular inflamatério na mucosa e
submucosa. Verificou-se, também, a diminuicdo da espessura e a presenca de vasos sanguineos
na camada submucosa, além da reconstituicdo da integridade e espessamento da muscular da
mucosa (Figura 10C e 11C). No grupo LL-F, a camada mucosa demonstrou presenca de

infiltrado inflamatdrio presente na lamina propria e ultrapassando a muscular da mucosa
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profundamente invadindo a camada submucosa. Infiltrado inflamatorio com predominio de

celulas mononucleares e camada muscular externa apresentando espessura reduzida (Figura 10D
e 11D).

Figura 10: Fotomicrografias representativas da regido proximal do c6lon dos grupos experimentais coradas em
H&E, obtidas em objetiva de 4x.

A) CN B) TNBS

C) LL-FI D) LL-F

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-18)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Camada
mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul), camada muscular externa (seta amarela) e infiltrado celular
(asterisco amarelo). A, B, C e D — H&E, objetiva 4x, A.T. x40.
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Figura 11: Fotomicrografias representativas da regido proximal do c6lon dos grupos experimentais coradas em
H&E, obtidas em objetiva de 10x.

B) TNBS

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-15)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Camada
mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul), camada muscular externa (seta amarela) e infiltrado celular
(asterisco amarelo). A, B, C e D — H&E, objetiva 10x, A.T. x100.

O score de dano histoldgico para a regido proximal do colon, que avalia o grau da colite
demonstra que o0s grupos TNBS e LL-F apresentam um elevado dano tecidual, e que o tratamento
com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-15) (LL-FI) melhorou significativamente o dano tecidual

guando comparado ao grupo TNBS (p<0,00001) (Figura 12).
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Figura 12: Score de dano histoldgico da regido proximal do colon.
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias + EPM do
score de dano microscopico referente a regido proximal do colon dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8
animais/grupo). O score de dano histol6gico foi pontuado utilizando os critérios descritos na metodologia. A analise
estatistica foi realizada com o teste Anova e pds-hoc Tukey. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 e **** p <
0,00001.

4.2.2 Analise das alteracdes histoldgicas na regido distal do colon

Os achados histopatoldgicos da regido distal do colén indicaram alteracdes importantes
nos grupos em que a inflamacdo intestinal foi induzida pelo TNBS. Como ja esperado, o grupo
CN, em que ndo houve aplicacdo do TNBS, apresentou preservacdo das camadas da mucosa,
submucosa e muscular externa. Na camada mucosa, as criptas, glandulas intestinais, lamina
propria e muscular da mucosa estavam bem preservadas, e a camada submucosa delgada com
presenca de vasos sanguineos. Além disso, a muscular externa apresentou conservacdo na
arquitetura das camadas circular interna e longitudinal externa (Fig. 13A e 14A).

O grupo TNBS apresentou infiltrado inflamatério intenso presente a nivel de mucosa e
submucosa, com predominio de células mononucleares. A camada mucosa apresentou destruicdo
a nivel de epitélio de revestimento das glandulas intestinais, alem de danos em algumas regides
da muscular da mucosa. Na camada submucosa, observou-se reducdo do nimero de vasos
sanguineos, bem como um aumento da espessura da camada promovido pela presenca de
infiltrado celular mononuclear (Fig. 13B e 14B).

No grupo LL-FI, foi visualizado infiltrado celular na mucosa, transpassando a muscular
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da mucosa e se concentrando na submucosa, aumentando a espessura desta Ultima. A camada
muscular externa apresentou espessura diminuida e um leve infiltrado celular (Fig. 13C e 14C). O
grupo LL-F, um segundo grupo controle do estudo, dado o potencial inflamatorio que a cepa L.
lactis FNBPA+ promove, apresentou caracteristicas histologicas semelhantes ao grupo TNBS.
Neste grupo foi visualizado descontinuidade da arquitetura da muscular da mucosa. A camada
submucosa apresentou infiltrado inflamatério, com predominio de células mononucleares. Além
disso, a camada muscular externa apresentou espessura reduzida, decorrente do edema na
submucosa (Fig. 13D e 14D).

Figura 13: Fotomicrografias representativas de colon da regido distal do c6lon dos grupos experimentais coradas em
H&E, obtidas em objetiva de 4x.

A) CN B) TNBS

C) LL-FI D) LL-F

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-18)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Camada
mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul), camada muscular externa (seta amarela) e infiltrado celular
(asterisco amarelo). A, B, C e D — H&E, objetiva 4x, A.T. x40.
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Figura 14: Fotomicrografias representativas de cdlon da regido distal do c6lon dos grupos experimentais coradas em
H&E, obtidas em objetiva de 10x.

A) CN B) TNBS

C) LL-FI D) LL-F

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-15)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Camada
mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul), camada muscular externa (seta amarela) e infiltrado celular
(asterisco amarelo). A, B, C e D — H&E, objetiva 10x, A.T. x100.

O score de dano histoldgico para a regido distal do célon demonstra que os grupos TNBS,
LL-F e LL-FI apresentam um elevado dano tecidual, mostrando que tratamento com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-78) (LL-FI) ndo promoveu melhora no dano intestinal no coldn distal
(Figura 15).
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Figura 15: Score de dano histoldgico da regido distal do colon
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias + EPM do
score de dano microscopico referente a regido distal do célon dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8
animais/grupo). O score de dano histol6gico foi pontuado utilizando os critérios descritos na metodologia. A analise
estatistica foi realizada com o teste Anova e pds-hoc Tukey. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 e **** p <
0,00001.

4.3 Avaliacdo histoquimica de mucinas

O ensaio histoquimico com &cido periddico-reagente de Schiff (PAS) foi utilizado para
determinar a producdo das mucinas neutras intestinais que sdo coradas pelo PAS nos cortes
histologicos de célon dos grupos experimentais nas regides proximal e distal. A avaliacdo
histoquimica de mucinas foi expressa como percentual da area de células caliciformes produtoras

de muco PAS-positivas no campo microscopico.

4.3.1 Analise do conteddo de mucinas na regido proximal do c6lon

Na analise histologica dos cortes da regido proximal, o grupo CN apresentou, em relacéo
a producdo de muco, achados histoldgicos idénticos ao normal com preservacdo do epitélio de
revestimento simples colunar da camada mucosa, apresentando numerosas glandulas intestinais
tubulares retas (criptas de Lieberkiihn) se estendendo através de toda a espessura da mucosa. A

producdo de muco foi observada nas celulas caliciformes presentes no epitélio de revestimento
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presentes em grande quantidade e distribuidas de forma uniforme pela mucosa (Figura 16A). No
grupo TNBS (Figura 16B) foi possivel observar presenca de celulas produtoras de muco, mas
com algumas regides da mucosa apresentando producdo diminuida quando comparado ao grupo
CN. O grupo LL-FI (Figura 16C) demonstrou uma diminui¢do na producéo de muco observada
tanto no numero de células marcadas quanto no tamanho das células caliciformes quando
comparado ao grupoCN. No grupo LL-F (Figura 16D), a producdo de muco foi normal com

tamanho de células caliciformes semelhantes ao observado no grupo CN.

Figura 16: Fotomicrografias representativas de colon da regido proximal do colon dos grupos experimentais coradas
em PAS, obtidas em objetiva de 10x.

A) CN B) TNBS

C) LL-FI D) LL-F

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-1L-1p)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Célula
caliciforme (seta amarela). A, B, C e D — PAS, objetiva 10x, A.T. x100.
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A andlise histoquimica de mucinas demostrou uma reducéo significativa no percentual de
células produtoras de mucinas no colon proximal de camundongos tratados com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-/5). Curiosamente, niveis aumentados de células produtoras de

mucinas foi observado nos grupos TNBS e LL-F (Figura 17).

Figura 17: Andlise histoquimica de mucinas neutras da regido proximal do colén.
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias + EPM do
percentual da area de células caliciformes produtoras de muco positivas para PAS referente a regido proximal do
célon dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8 animais/grupo. A analise estatistica foi realizada com o teste
Anova e po6s-hoc Tukey. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 e **** p < 0,00001.

4.3.2 Analise do conteddo de mucinas na regido distal do c6lon

A analise histoquimica dos cortes da regido distal do grupo CN apresentou acentuada
producgdo de muco caracteristica de normalidade com epitélio de revestimento simples colunar da
camada mucosa preservado e células caliciformes presentes em grande ndmero, distribuidas de
forma uniforme e presenca de criptas de Lieberkihn (Figura 18A). No grupo TNBS (Figura 18B)
foi possivel observar diminuicdo significativa do nimero de células caliciformes e consequente
diminuicdo na producdo de muco quando comparado ao grupo CN, caracteristica também
observada no grupo LL-FI (Figura 18C). Entretanto, no grupo LL-FI foi observada presenca de
um maior numero de células produtoras de muco quando comparada ao grupo TNBS. No grupo

LL-F (Figura 18D), a presenca de células caliciformes apresentou diminui¢cdo quando comparada
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ao grupo CN, mas apresentou um nimero maior de células produtoras de muco em relacdo aos
grupos TNBS e LL-FI.

Figura 18: Fotomicrografias representativas de cdlon da regido distal do c6lon dos grupos experimentais coradas em
PAS, obtidas em objetiva de 10x.

A) CN B) TNBS

C) LL-FI D) LL-F

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina (CN) (A) grupo
instilado com TNBS e tratado com salina (B), grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-IL-18)) (LL-FI) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (LL-F) (D). Célula
caliciforme (seta amarela). A, B, C e D — PAS, objetiva 10x, A.T. x100.

No coldn distal, a analise histoquimica de mucinas demostrou uma reducgéo significativa

no percentual de células produtoras de mucinas no grupo tratado com L. lactis FnBPA+
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(pValac::anti-1L- 1), porém superiores ao grupo TNBS. Niveis significativamente aumentados de
celulas produtoras de mucinas foi observado no grupo LL-F (Figura 19).

Figura 19: Anélise histoquimica de mucinas neutras da regido distal do colén
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Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo instilado
com TNBS e tratado com salina; LL-FI, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-IL-
1p); LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+. As barras representam as médias + EPM do
percentual da area de células caliciformes produtoras de muco positivas para PAS referente a regido distal do c6lon
dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8 animais/grupo. A andlise estatistica foi realizada com o teste Anova e
pos-hoc Tukey. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 e **** p < 0,00001.
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5 DISCUSSAO

As Dlls sdo um grupo de doencas inflamatorias que afetam o TGI, provocando
inflamacéo cronica que resulta em dano tecidual. A DC e CU séo as principais formas de DIl
conhecidas e amplamente estudadas em todo mundo, devido a severidade dos sintomas que
acabam por prejudicar a qualidade de vida dos pacientes acometidos (AHLUWALIA et al., 2018;
DE MATTOS et al., 2015; PARK et al., 2017). Sua prevaléncia é consideravelmente maior em
paises industrializados (NEURATH, 2014).

Embora a etiologia desse grupo de doencas permanega incerto, recentes evidéncias tem
sugerido que a patogénese das Dlls seja resultado da resposta inflamatdria inapropriada aos
microganismos intestinais de um hospedeiro geneticamente suscetivel, somado a fatores
ambientais que atuam como promotores para a iniciacdo e progressdo da doenga (BEVIVINO;
MONTELEONE, 2018; LEPPKES; NEURATH, 2020; NEURATH, 2014). O desequilibrio da
resposta imunologica na DIl estd associado a producdo excessiva de mediadores inflamatdrios,
incluindo citocinas pro-inflamatdrias, que regulam diversos eixos da resposta imune no
organismo, podendo modular a resposta de diversas células, incluindo as imunes e ndo imunes
devido as suas propriedades pleiotropicas (BEVIVINO; MONTELEONE, 2018; LEPPKES et al.,
2014).

O uso de modelos experimentais para DIls sdo cruciais para a pesquisa basica e aplicada,
pois permite ampliar o conhecimento das vias moleculares e celulares que coordenam a
patogénese da DII, além de serem essenciais para o avaliar a eficacia de novas terapias (BANG;
LICHTENBERGER, 2016; GADALETA; GARCIA-IRIGOYEN; MOSCHETTA, 2017; WIRTZ
etal., 2017). O modelo de colite induzido por TNBS utilizado nesse trabalho permite induzir uma
resposta inflamatéria aguda ou cronica, a depender do desenho experimental, que resulta em
achados histopatoldgicos e imunoldgicos semelhantes ao encontrado na DC humana
(ANTONIOU et al., 2016; JONES-HALL; GRISHAM, 2014; NEURATH, 2017). Para promover
a colite, o TBNS é diluido em etanol e posteriormente instilado por via retal, distribuindo o
agente quimico em todo o coldn e reto do camundongo. O etanol presente na mistura é crucial
para desestabilizar a camada de muco no colon, aumentando o acesso e permeabilidade do TNBS
ao epitélio colénico. O TNBS atua haptenizando moléculas coldnicas e bacterianas, promovendo
resposta inflamatoria na mucosa, caracterizada por uma infiltracdo densa de neutrofilos, células T
e macréfagos em toda parede intestinal (JONES-HALL; GRISHAM, 2014; RANDHAWA et al.,
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2014). Uma unica administracdo do TNBS/etanol leva ao desenvolvimento de uma resposta
imune excessiva mediada por células, refletida pela inflamacéo aguda do tipo Thl.

No presente estudo, a estratégia de utilizacdo de repetidas administracdes do TNBS com
aumento de concentracdo foi utilizada para promover a colite crénica. Tal abordagem
metodoldgica tem se mostrado eficaz em varios estudos para investigar a colite crénica por
TNBS (WIRTZ et al.,, 2017). Dentro de 2 horas apo6s a instilacdo com TNBS inicia-se a
infiltracdo de células inflamatdrias no tecido, e ap6s 48 horas os sinais tipicos de inflamacéo
crénica comecam a se desenvolver (CHEON et al.,, 2012; RANDHAWA et al., 2014). A
administracdo intracolonica de TNBS / etanol em camundongos induz uma inflamagéo
caracterizada por diarreia, podendo haver presenca de sangue e uma drastica perda de peso
corporal durante a primeira semana (ANTONIOU et al., 2016). Na colite induzida por TNBS, as
citocinas, incluindo IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-1p, sdo produzidas no tecido colonico apds o
desencadeamento do processo inflamatorio (SILVA; PINTO; MATEUS, 2019). Além disso, a
escolha da linhagem de camundongos BALB/c se deu devido a sua maior sensibilidade a
inflamacdo intestinal por TNBS e sem potencial de evolucdo para a cura espontanea
(RANDHAWA et al., 2014).

A partir da escolha do modelo experimental adequado, o presente estudo propds avaliar o
efeito terapéutico de uma linhagem recombinante com propriedades invasivas de Lactoccous
lactis, seguramente utilizada para entrega de proteinas, para entregar um cassete de expressdo
eucariotica codificante de scFv anti-IL-1B, com o objetivo de produzir os fragmentos de
anticorpos neutralizantes localmente na mucosa intestinal e restringir a neutralizacdo da citocina
pré-inflamatéria IL-1p somente no sitio de inflamacdo, sem atingir niveis sisttmicos de acdo e
como consequéncia, minimizar os efeitos colaterais associados. Especificamente, a hipdtese
levantada nesse estudo foi que a neutralizacdo local de IL-1B pudesse promover efeitos
significativos na inflamacdo intestinal, uma vez que até o presente momento ndo ha nenhum
tratamento baseado na inibicdo de IL-1B licenciado pela FDA para o tratamento de DIIS, em
especial a DC. Desta forma, propusemos inicialmente que tal falta de sucesso poderia ser devido
a via de administragéo de tais drogas, baseadas na via parenteral, que promovem a neutralizagdo
da citocina alvo além do local da inflamagdo, resultando numa neutralizagdo mais ampla e efeitos

colaterais sistémicos, incluindo imunossupressdo e maior susceptibilidade a infecgdes.
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Adicionalmente, um ponto crucial da atual proposta se baseou em produzir localmente os
fragmentos de anticorpos no formato scFv, que possibilita uma melhor penetrabilidade no tecido.

Dessa forma, 0 presente estudo permitiu compreender como a neutralizacdo da IL-1f
pode impactar nos achados clinicos, macroscopicos e microscopicos da colite crénica induzida
por TNBS. Assim, os efeitos observados apos tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-
IL-1B), no modelo TNBS usado, sugerem a¢do da bactéria recombinante na manutencdo da
integridade da mucosa, porem demonstrando possuir alguns efeitos limitantes.

As manifestacOes clinicas extra intestinais na DC e CU incluem a perda de peso corporal,
diarreia com a presenca ou ndo de sangue nas fezes e colica abdominal (SILVA; PINTO;
MATEUS, 2019). Semelhantemente, a inflamagdo intestinal induzida no modelo TNBS é
caracterizada por diarreia, podendo haver presenca de sangue e drastica perda de peso corporal
(ANTONIOU et al., 2016; SILVA; PINTO; MATEUS, 2019). A partir dos dados macroscopicos,
pudemos constatar que o modelo murino de colite induzida por TNBS utilizado no presente
trabalho demonstrou semelhanca com os sinais clinicos da doenga observados em humanos.
Todos os grupos experimentais que foram submetidos a instilacGes intracoldénicas com TNBS
apresentaram perda de peso, principalmente o grupo LL-F, em que, provavelmente, o
agravamento da perda de peso se deve ao fato da utilizacdo de L. lactis contendo FnBPA, que é
uma invasina inflamatoria (CHIABAI, 2019; VELOSO et al., 2013). Além disso, diarreia e
presenca de sangue nas fezes, avaliado macroscopicamente pela presenca de contetdo
avermelhando nas fezes e reto durante a eutanasia foram observadas. A perda de peso corporal é
uma caracteristica clinica comum na colite TBNS e ocorre devido a dores abdominais e diarreia,
que reduz a ingestdo alimentar (ANTONIOU et al., 2016; SILVA; PINTO; MATEUS, 2019).
Nosso resultados demonstraram que o tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-1p)
reverteu significativamente a perda de peso corporal causada pela inflamacdo intestinal nos
ultimos dias (23 e 24) do protocolo experimental.

A diarreia, sintoma importante da doenca tanto em animais como em seres humanos,
indica perda da capacidade de absorcdo do colon prejudicada na inflamacdo intestinal, e é
decorrente do comprometimento epitelial, alteracdo da absorcéo e secrecdo de fluidos e eletrolitos
e aumento da permeabilidade da mucosa (CHASSAING; DARFEUILLE-MICHAUD, 2011). A
partir da avaliacdo da consisténcia das fezes, um dos pontos avaliados no escore de dano

macroscopico, observou-se a presenca de fezes caracteristicas de diarreia nos grupos
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experimentais com colite. Contudo, o tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-1pB)
promoveu melhora nesse parametros, com a maioria dos animais apresentando fezes em formato
de pellets bem formados e consistentes.

O comprimento do colon é considerado um marcador bem estabelecido para estimar a
gravidade da colite, pois ha uma tendéncia que célons mais encurtados estdo mais inflamados,
devido a diversas modificacOes estruturais promovidas pela inflamacdo tecidual que alteram a
espessura das camadas do tecido. O encurtamento do colon é um parametro que reflete a
progressdo da DC, que leva ao espessamento da parede intestinal com fibrose, ocasionando uma
tracdo da camada muscular e consequentemente o encurtamento do célon (FOLIGNE et al.,
2006). Estudos mostram que o TNBS causa inflamacdo grave, manifestada por colons
encurtados, espessados e eritematosos (JEONG et al., 2012). Nossos resultados demonstraram
que os grupos que receberam TNBS apresentam c6lons mais encurtados. Apesar de nao ter
apresentado diferenca estatistica significativa, o grupo experimental tratado com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-1p) apresentou uma média de tamanho do c6lon superior aos do grupo
TNBS.

Um outro dado avaliado em nosso estudo foi 0 peso do col6n, que também é usado para
avaliar a gravidade da colite e que reflete a inflamacéo intestinal, pois quanto maior o edema e
infiltrado inflamatério maior o indice do parametro analisado. Contudo, apenas o grupo TNBS
apresentou um aumento significativo no peso do célon. Tal fato pode estar vinculado a variavel
tratamento, pois o grupo LL-FI e LL-F recebem por via oral o tratamento com bactérias
recombinante. Por alguma via, essas linhagens promovem efeitos sobre eventos da inflamacao,
como o edema. Contudo, ndo é possivel apontar quais vias com o conjunto de resultados obtidos.

Com o proposito de analisar o efeito do tratamento com a melhora dos sintomas da colite
induzida, foi utilizado o IAD, que € um escore macroscépico que pontua consisténcia das fezes,
presenca de sangue e perda de peso. Dessa forma, quanto maior o IAD mais sintomatico o animal
se encontra e, consequentemente, maior inflamacdo intestinal presente. Nossos dados
demonstram que o grupo LL-FI apresentou um menor IAD, estatisticamente significativo quando
comparado com o grupo TNBS e LL-, indicando melhora no quadro clinico em resposta ao
tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-1p. Dados macroscopicos semelhantes foram

observados no estudo de Chiabai et al. (2019), em que foi observado melhoras nos parametros de
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peso corporal, comprimento do col6n e no IAD do grupo de animais com colite induzida por DSS
que receberam o tratamento com as bactérias L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-TNFa).

No modelo de colite induzida por TNBS no presente estudo, o colon proximal e distal dos
animais nao tratados (CN) apresentaram aspecto normal, com toda arquitetura histologica
preservada. Por outro lado, o score histopatoldgico retratou danos histologicos observados nos
animais dos grupos controle da colite (TNBS e LL-F) os quais tiveram caracteristicas de
inflamacéo induzida por TNBS em murinos, como infiltrado inflamatério, edema, diminuicdo das
glandulas intestinais e lesdes nas camadas na parede intestinal.

Os achados da regido proximal do c6lon apontam um efeito do tratamento com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-7f) (LL-FI) em minimizar os danos histolégicos promovidos pela
inflamacdo induzida por TNBS, dado que as analises histopatolégicas apresentaram uma
recuperacdo na arquitetura intestinal e manutencdo da continuidade da barreira epitelial da
mucosa. A manutencdo da mucosa é necessaria para que se mantenha a homeostase intestinal,
qualquer alteracdo na funcdo da barreira mucosa promove a exposi¢do ao conteudo luminal e
desencadeia uma resposta imunolégica (MICHIELAN; D'INCA, 2015; SANCHEZ DE MEDINA
etal., 2014).

Além disso, a diminuicdo do infiltrado celular inflamatério na camada mucosa e
submucosa no grupo LL-FI indica um efeito potencial papel imunomodulador de L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-15) em inibir a migracdo de células inflamatorias para o sitio do dano,
bem como regulacdo de mediadores inflamatorios que potencialmente particiapam da migracao
de celulas imunes para a mucosa inflamada. A IL-1f é uma citocina pleiotropica que promove
diversos eventos imunes na reposta inflamatoria, incluindo a inducdo da migracdo de células
imunes para os sitios inflamatérios (MCENTEE; FINLAY; LAVELLE, 2019), por promover a
sintese de quimiocinas que irdo promover a migracdo e infiltracdo celular (ANDOH, 2002).
Dessa forma, devido a inibi¢cdo dessa citocina pelos fragmentos de anticorpos scFv anti-IL-1
produzidos localmente na mucosa inflamada, a reducdo da infiltracdo de células imunes era
esperada, apontando para efetividade do tratamento. Um estudo anterior demonstrou que a
administracdo de L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa), isto €, carreando um vetor pValac
codificante para um fragmento svFv anti-TNF-a, no modelo de colite induzida por DSS foi

capaz de diminuir a expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-17A e
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TGF- B), reduzindo assim, a inflamac&o intestinal e os danos resultantes ao epitélio intestinal
(CHIABAI et al., 2019).

Na regido distal do colon foi observado que os grupos TNBS e LL-F apresentaram
achados histologicos semelhantes com os encontrados na regido proximal. Curiosamente, a
administracdo de L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-15) ndo foi capaz de causar uma melhora no
dano histoldgico nessa regido, com achados semelhantes ao observado no grupo TNBS e LL-F.
Dessa forma, a partir dos achados histopatoldgicos e escore de dano histolégico, observa-se que o
tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-/f) é mais eficaz na regido proximal. Tal
observacao pode estar vinculada a possibilidade de maior interacéo de L. lactis com a camada de
células da mucosa devido a camada de muco mais delgada com predominio no colén ascendente
(proximal) (AMIDON; BROWN; DAVE, 2015), pois os efeitos anti-inflamatorios de L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-/8) dependem da sua internalizacdo pelas células epiteliais ou
fagociticas e posterior expressao do plasmideo terapéutico. Logo, pode-se propor que quanto
mais espesso for a camada de muco, menor o potencial de interacdo e internalizacéo de L.lactis.

A producéo de mucinas por células caliciformes sao cruciais para a formacao das camadas
interna e externa de muco que atuam como uma barreira fisica e quimica contra microrganismos,
bem como impede o contato com desses com células epiteliais e intestinais e posterior ativacdo
de resposta inflamatéria (CORFIELD, 2018; CORNICK; TAWIAH; CHADEE, 2015;
GRONDIN et al., 2020). Nossos dados demonstraram que a producdo de mucinas neutras por
células caliciformes no colon proximal foi reduzida no grupo tratado com L. lactis FnBPA+
(pValac::anti-1L-1p), tendo sido inferior ao grupo TNBS, no qual ndo recebeu qualquer
tratamento (varidvel), apenas solucdo salina. Além disso, 0 numero de células produzindo
mucinas foi superior no grupo LL-F quando comparado com o grupo que recebeu a L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-IL-7/). No colon distal, o percentual de células produtoras de mucinas no
grupo tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-15) foi significativamente inferior ao grupo
LL-F, nosso segundo grupo controle da colite, dado que os animais recebem um linhagem
bacteriana recombinante expressando a invasina FnBPA com potencial pro inflamatorio.
Tomando como base tais resultados, é possivel sugerir um mecanismo colateral hipotético
dependente da neutralizagcdo de IL-1 pelos fragmentos de anticorpos produzidos localmente

sobre a producdo de mucinas por células caliciformes, indicando um potencial papel de IL-1B
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como regulador chave na expressdo de genes de mucinas ou no processamento pos-traducional
dessas glicoproteinas.

A regulacdo de mucinas por citocinas € um mecanismo ja compreendido em outros
contextos bioldgicos (CORNICK; TAWIAH; CHADEE, 2015). Como ja mencionado, MUC2 é
uma das principais mucinas formadoras de gel no intestino e produzidas por células caliciformes
(CORNICK; TAWIAH; CHADEE, 2015). Além disso, expressao de MUCS5AC, também
formadora de gel, demonstrou ser importante em proteger a barreira do célon na colite
experimental (OLLI et al., 2020). Dessa forma, um conjunto de evidéncias anteriores obtidas em
modelos in vitro e in vivo demonstram que IL-1p exerce efeitos regulatorios sobre mucinas por
induzir a expressdo génica e regular positivamente a sintese de mucinas formadoras de gel (ENSS
et al., 2000; FUJISAWA et al., 2009; KIM et al., 2000, 2002; RAJA et al., 2012; WU et al.,
2017). Assim, podemos sugerir que a neutralizacdo de IL-1p em reposta ao tratamento com L.
lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-/p) tenha promovido efeitos regulatorios negativos, reduzindo a
sintese de mucinas que compdem a camada muco que protege o epitélio intestinal na porcao do
célon proximal.

Por fim, é crucial ressaltar que a administracdo da L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-1L-15)
mesmo ndo sendo capaz de reverter completamente a colite, foi fundamental para a recuperacao
dos animais, tendo em vista que a expressdo local dos fragmentos de anticorpos anti-I1L-f
promoveram mudancas na resposta imune, promovendo uma miriade de efeitos que precisam

ainda ser investigados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou os efeitos anti-inflamatérios da linhagem bacteriana
recombinante L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-IL-15) na colite induzida por TNBS, um modelo
experimental que mimetiza os achados da doenca de Crohn humana, fornecendo evidéncias
macroscopicas e histolégicas sobre o efeito da terapia proposta.

A abordagem terapéutica explorada neste trabalho apresenta um conjunto de
potencialidades que as torna promissora, incluindo a producéo de fragmentos de anticorpos no
local da inflamacdo, reduzindo os efeitos adversos observados na terapia bioldgica atual.
Contudo, como mostrado, ha alguns efeitos indesejados que sdo gerados a partir da inibicdo da
citocina IL-1B, como a redugdo de células produtoras de mucinas, tornando mais claro a
propriedade pleiotropica da IL-1p na patogénese da inflamacao intestinal.

Além disso, os resultados do presente trabalho ndo sdo suficientes para direcionar ou ndo
a eficacia de L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-I1L-/5) como um potencial tratamento para DC,
tornando crucial a continuacdo dos estudos com essa linhagem recombinante no modelo TNBS, a
fim de entender as vias moleculares que estdo associadas as repostas observadas em nossos
resultados.

E finalmente, a abordagem aqui explorada € promissora e complexa, merecendo uma
elucidacdo mais ampla de diversos eixos fisiopatoldgicos vinculados a doenga. Assim, como
perspectivas e direcdes emergentes, a mensuracdo de citocinas, avaliacdo da expressdo de genes
relacionados a funcéo da barreira, como juncdes celulares, mucinas e peptideos antimicrobianos e
avaliacdo da permeabilidade intestinal tornam-se parametros importantes para esclarecer lacunas

que vao além do escopo da presente pesquisa.
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