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RESUMO

A doenga de Crohn (DC) pertence ao grupo das Doencas inflamatdrias intestinais (DIIs),
e é caracterizada por ser uma inflamacéo intestinal cronica que leva a destruicao grave da
mucosa, ndo curavel por tratamento clinico ou cirdrgico e que pode acometer todo trato
gastrointestinal. O TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria que desencadeia a inflamacéo
intestinal em individuos com DC, sendo considerado como o melhor alvo terapéutico.
Entretanto, a via de administracdo intravenosa de imunoterapias convencionais causa
imunogenicidade e efeitos colaterais sisttmicos. Para contornar estas limitacoes, a entrega
local destes medicamentos poderia beneficiar os pacientes, restringindo a terapia no sitio
inflamatorio. O desenvolvimento de linhagens de Lactococcus lactis capazes de fornecer
um vetor de expressdo eucariético que codifique um fragmento variavel de cadeia Unica
(scFv) de anticorpo representa uma nova estratégia para a elaboracdo de uma terapia
alternativa mais efetiva, capaz de garantir uma expressao do anticorpo diretamente na
mucosa intestinal, contra a DC. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos terapéuticos dos fragmentos de anticorpos scFv anti-TNF-o produzidos
localmente na mucosa intestinal utilizando L. lactis como veiculo para a entrega de
vetores, em modelo de doenca de Crohn experimental induzida por acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Assim, foi analisado o efeito da produgdo desses
anticorpos diretamente sobre a mucosa intestinal. Foram utilizados camundongos
BALB/c, fémeas, com inducdo da colite experimental por TNBS por quatro semanas. A
cultura de L. lactis foi administrada oralmente nos 5 ultimos dias de protocolo. No dia
seguinte ao ultimo dia de tratamento, os animais foram eutanasiados e os parametros
macroscopicos e histopatoldgicos avaliados. Observou-se uma melhora no grupo tratado
com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-TNFa) nos parametros macroscopicos da doenca em
relacdo aos grupos ndo tratados com a bactéria recombinante. Na analise histologica, o
efeito benéfico do tratamento foi melhor observado na regido proximal com reducdo do
infiltrado inflamat6rio e manutencdo da camada da mucosa. Com esses resultados, foi
mostrado que o tratamento com pValac::anti-TNFa reduziu a inflamagdo em um modelo
de colite experimental com TNBS, sendo que mais estudos sdo necessarios para elucidar
0s mecanismos moleculares responsaveis por este efeito e assim, demonstrar a eficacia
desta nova estratégia baseada na entrega de DNA.

Palavras-chave: Lactococcus lactis. Entrega na mucosa. Anti-TNFa. Colite. TNBS.



ABSTRACT

Crohn’s disease (CD) belongs to the group of infectious intestinal diseases (IBD), and is
characterized by an intestinal infection caused by severe infections of the mucosa, which
cannot be cured by clinical or surgical treatment and which can affect the entire
gastrointestinal tract. TNF-a plays a fundamental role in the disease, being considered the
best therapeutic target. However, an intravenous route of immunotherapies causes
immunogenicity and systemic effects. To circumvent these restrictions, local delivery of
these drugs could benefit patients, restrict therapy to the inflammatory site. The
development of Lactococcus lactis cephas is capable of providing a eukaryotic expression
vector that encodes a single chain variable fragment (scFv) of antibody represents a new
strategy for the analysis of a more effective alternative therapy for isolated expression in
the intestine, against CD. In this way, the objective of this work was to evaluate the
therapeutic effects of fragments of scFv use anti-TNF-a used locally in the intestinal
mucosa using L. lactis as a vehicle for delivery of vectors in the intestinal mucosa, in the
experimental Crohn's disease model induced by 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS). Thus, the effect of producing these filters directly on the intestinal mucosa was
analyzed. Female BALB ¢ mice were used, with experimental colitis induction by TNBS
for four weeks. The L. lactis culture was administered orally in the last 5 days of the
protocol. No day after the last day of treatment, the animals were sacrificed and with
different temperature variations. He observed an improvement in the group treated with
L. lactis FnBPA + (pValac :: anti-TNFa) in the macroscopic parameters of the disease in
relation to the unused groups. In the histological analysis, the beneficial effect of the
treatment was better observed in the proximal region, with reduction of the inflammatory
infiltrate and maintenance of the mucous layer. With these results, we conclude the
treatment with pValac :: anti-TNFa has a mitigating effect on the experimental collection
model, and the most recent studies are adequate to elucidate the molecular mechanisms
used by the effect and, thus demonstrating a strategy based on in delivering DNA.

Keywords: Lactococcus lactis. Mucosal delivery. Anti-TNFa. Colitis. TNBS.
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As doencas inflamatorias intestinais (DIIs), no inglés Inflammatory Bowel Disease
(IBD), séo condicGes inflamatorias crénicas que acometem o trato gastrointestinal (TGI)
e resultam em dores abdominais, diarreia, presenca de sangue nas fezes e perda de peso,
0 que reduz substancialmente a qualidade de vida. A etiopatogénese dessas doengas néo
foi completamente elucidada, sendo considerada como multifatorial, e atualmente é
presumida como resultado de interacdo complexa entre predisposicdes genéticas, fatores
ambientais, microbianos e respostas imunes exacerbadas (PODOLSKY, 2002; KASER
etal., 2010; ZHANG et al., 2018).

A Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU) sdo as duas principais formas de
DIl. Apesar dessas doencas apresentarem caracteristicas em comum, algumas diferencas
podem ser observadas. A colite ulcerativa primariamente atinge a camada mucosa do
cblon e do reto, enquanto que a doenca de Crohn usualmente afeta toda a parede intestinal
e potencialmente pode comprometer outros sitios do trato gastrintestinal, com predilecédo
na regido ileocecal (KASER et al., 2010).

Mesmo diante de diversas lacunas no que diz respeito a etiologia da doenca, a
comunidade cientifica se utiliza de varios modelos experimentais, induzidos
qguimicamente, que imitam algumas caracteristicas imunoldgicas e histopatoldgicas
importantes das DIIs em seres humanos. Quando escolhidos adequadamente, esses
modelos podem, portanto, ser ferramentas valiosas na investigacdo de aspectos
fisiopatoldgicos importantes e oferecem a oportunidade de testar estratégias terapéuticas
(WIRTZ et al., 2017). Consequentemente, 0s modelos animais desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das DIIs,
minimizando seus sintomas no organismo (RANDHAWA et al, 2014).

Dada a importancia dessas doengas no mundo inteiro, atualmente estdo sendo
realizadas inimeras pesquisas tentando desenvolver novas terapias para tratar estas
condicdes inflamatdrias, uma dessas terapias sdo as bioldgicas, que atuam na
neutralizacdo de citocinas pro-inflamatérias. Entre as moléculas biol6gicas, o uso de
anticorpos monoclonais (mAbs) especificos contra o fator de necrose tumoral- alfa
(TNF- o), sé@o os mais promissores, uma vez que desempenham um papel crucial na
manutencdo da inflamacé&o crénica da mucosa intestinal (DE MATTOS et al., 2015).

No entanto, o uso prolongado de maneira sisttmica dos mAbs pode gerar efeitos
colaterais nos pacientes. Por este motivo, formas alternativas de administracdes que
fornecam a molécula terapéutica diretamente no local da inflamacdo, devem ser

estudadas. Destaca-se a utilizacdo de bactérias lacticas recombinantes para a entrega de
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moléculas de interesse biotecnoldgico no tratamento das DIIs, como L. lactis carreadoras
de plasmideos de expressdao eucariotica codificantes para citocinas anti-inflamatdrias,
producdo de proteinas heterélogas (ZURITA-TURK et al., 2014; SOUZA et al., 2016) e
L. lactis carreando plasmideo de expressdo eucaridtica que expressa fragmentos de
anticorpos monoclonais anti-TNF, por meio da entrega de DNA ou vacinacdo génica
(CHIABAI et al., 2019). Ambas estrategias de utilizacdo garantem a entrega da molécula
de interesse ou do DNA diretamente na mucosa intestinal (CARVALHO et al., 2017).
Neste contexto, a hipotese preliminar deste trabalho é que a linhagem bacteriana L.
lactis invasiva, que expressa proteina ligante de fibronectina A (FnBPA) em sua
superficie para aumentar a interacdo com as celulas eucarioticas, carreadora do plasmideo
de expressdo eucariotica para expressdo local de fragmentos do anticorpo monoclonal
anti-TNF-o, € uma alternativa para o tratamento convencional da DC baseado em
anticorpos monoclonais endovenosos. Assim, o blogueio da citocina TNF-o pode
minimizar a condi¢do inflamatéria em um modelo experimental em camundongos
semelhante a DC, com reducao da resposta inflamatdria e a diminuicéo dos sinais clinicos

da doenga.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento utilizando
L. lactis como veiculo para entrega de um plasmideo de expressdo eucaridtica
expressando fragmentos de anticorpos monoclonais anti-TNF-a na colite induzida por
TNBS em modelo animal. A presente proposta visa contribuir para o avanco da
compreensdo sobre o tratamento utilizando fragmentos do anticorpo monoclonal anti-
TNF-a na doenca de Crohn experimental, além de auxiliar no entendimento dos impactos
provocados pela utilizacdo das linhagens recombinantes de L. lactis para entrega do

plasmideo.
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OBJETIVOS

18



2.1 Geral

Analisar os efeitos terapéuticos dos fragmentos de anticorpos scFv anti-TNF-a
produzidos localmente na mucosa intestinal em modelo de doenca de Crohn
experimental, utilizando Lactococcus lactis como veiculo para a entrega de vetores na
mucosa intestinal.

2.2 Especificos

Otimizar o modelo de inducdo de colite crénica com o 2,46 — &cido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS);

e Auvaliar o efeito das bactérias recombinantes sobre os pardmetros macroscépicos
associados a inflamagé&o intestinal;

e Verificar o impacto terapéutico das bactérias na manutencdo da arquitetura
intestinal;

e Avaliar os efeitos do tratamento com a bactéria recombinante na diminuicdo do
processo inflamatorio intestinal.
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3.1 Doencas Inflamatorias Intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais (DIIs), do inglés Inflammatory Bowel
Disease (IBD), sdo um conjunto de distarbios inflamatdrios de natureza crénica,
idiopaticas, imunologicas e recidivantes que podem acometer todo trato gastrointestinal
(TGI). Clinicamente, as DllIs séo caracterizadas por diarreia grave, sangramento, dor
abdominal e perda de liquido, refletindo o processo inflamatdrio subjacente, sendo
necessarios exames como colonoscopia ou enteroscopia para um diagnostico mais
preciso (RANDHAWA et al., 2014; WALLACE et al., 2014).

Embora os fatores etioldgicos envolvidos no desenvolvimento e fisiopatologia
das DIIs permanecam incertos, é sabido que varios fatores: genéticos, ambientais e
imunoldgicos contribuem para a inflamagdo intestinal. Segundo Carvalho e cols. (2017),
a razao para o surgimento de colites é multifatorial, e um dos fatores é a disfuncdo na
interacdo entre a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico do hospedeiro, conhecido
como dishiose. Além disso, outros fatores como a susceptibilidade genética individual,
somados as interacBes ambientais, alimentacdo, uso de drogas e o estresse ambiental
podem influenciar o bom funcionamento do sistema gastrointestinal.

As Dlls afetam aproximadamente cinco milhGes de pessoas em todo o mundo e
ndo ha tratamento de cura (KAPLAN, 2015). Os dados epidemioldgicos do Brasil
apontam uma incidéncia de 13.49 das Dlls, sendo 5.58 para a doenga do Crohn e 8.00
para colite ulcerativa, para cada 100.000 individuos/ano (GASPARINI; SASSAKI;
SAAD-HOSSNE, 2018). Mesmo ndo sendo uma doenca que afeta um grande namero de
pessoas, a sua incidéncia é crescente ao longo dos anos devido aos habitos cada vez menos
saudaveis adotados pela populacdo (PONDER; LONG, 2013).

A colite ulcerativa (CU) e doenca de Crohn (DC) compdem o grupo das Dlls.
Ambos 0s transtornos tém certas caracteristicas imunolégicas, histopatoldgicas e clinicas
distintas e sobrepostas (Tabela 1). A CU é caracterizada por lesdes inflamatérias que
geralmente afetam o intestino grosso, envolvendo o célon. Por outro lado, a DC pode ser
manifestada em todo o TGI podendo afetar desde a boca ao anus, mas frequentemente
acomete o ileo, deixando zonas normais entre areas lesionadas, além de comprometer a
espessura completa da parede intestinal, conhecido como lesao transmural. Além disso,
a CU e caracterizada por espessamento significativo e infiltracdo densa de neutrofilos,
monacitos, macrofagos e linfocitos T CD4+ tipicamente na camada mucosa da parede

intestinal. Enquanto a DC é caracterizada por espessamento significativo, bem como
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infiltracdo de macrdéfagos, monocitos e células T na camada submucosa da parede
intestinal (ELLRICHMANN et al., 2014). Ambas doencas podem apresentar uma

sintomatologia semelhante, desde dor abdominal, vomitos, diarreia, sangramento retal e

perda de peso, além de serem observadas manifestacBes extra intestinais, incluindo artrite

e manifestacOes cutaneas (PARK et al., 2017).

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

Principais Doenca de Crohn Colite ulcerativa
caracteristicas
Incidéncia 3,1 a 20,2 casos a cada 100.000 2,2 a 19,2 casos a cada 100.000

individuos por ano

individuos por ano

Fatores de risco

Gendtipo e ambiental (por
exemplo, tabagismo)

Gendtipo e ambiental (por exemplo,
tabagismo)

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

doenca
Localizacéo A inflamacdo frequentemente A inflamacéo afeta apenas o c6lon
afeta o ileo distal e célon
Patologia Inflamagéo intestinal Inflamac&o continua do reto para as
descontinua e irregular com partes proximais do colon
lesBes salteadas
Histologia Inflamagé&o transmural (todas as Inflamagdo superficial (mucosa e
camadas da parede intestinal) submucosa)
Sintomas Dor abdominal; célicas ou Dor ou desconforto abdominal;

inchago; anemia; febre;
sangramento gastrointestinal;
dor nas articulagdes; ma
absor¢do; nausea; vomitos e
sangramento retal; diarreia
persistente ou recorrente;
Ulceras estomacais; vomito;
perda de peso

anemia; diarreia com sangue;
desidratacdo; fadiga; febre; dor nas
articulacGes; perda de apetite; ma
absorcdo; sangramento retal;
movimentos intestinais urgentes;
ulceracéo; perda de peso

ManifestacGes
extra-
intestinais

Vérios 6rgaos e sistemas podem
ser afetados, por exemplo,
articulacdes, pele, figado, olhos,
boca e sangue (coagulacéo).

Vérios 6rgaos e sistemas podem ser
afetados, por exemplo, articulagdes,
pele, figado, olhos, boca e sangue
(coagulacéo).

Complicactes

Abcessos; anemia; artrite; febre;
fistulas; estenose, alteragdes da
pele e cancer de colon.

Sangramento grave, megacélon
téxico e ruptura do colon.

Fonte: Adaptado de Neurath (2014)

Quanto as citocinas atuantes no processo inflamatério, na DC hd um aumento da

producdo de IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-2, que indica ativacdo predominante da resposta

imune do fendtipo Thl e Th17. Por outro lado, a CU retrata a resposta imune

impulsionada por Th2 como indicado pelo aumento acentuado dos niveis de IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13 (PODOLSKY, 2002; RANDHAWA et al., 2014).
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Dada a morbidade significativa associada as DIIs, os pesquisadores estdo
trabalhando para desvendar a patogénese da doenca com a esperanca de identificar
terapias novas e eficazes. Uma ferramenta importante para decifrar a patogénese das Dlls
tem sido o uso em pesquisa de modelos animais de colite nos quais pode-se estudar tanto
0s mecanismos moleculares para desvender a patogénese da doenca, como testar a
eficacia de novas terapias (ANTONIOU et al., 2016).

3.2 Modelos de inducéo da colite

Os modelos animais sdo importantes ferramentas para investigar 0s mecanismos
moleculares e celulares que levam ao desenvolvimento de uma doenga, como elas se
iniciam e se perpetuam. Por isso, os modelos animais de inflamacao intestinal tém se
tornado fundamentais para se entender varios aspectos da patogénese das Dlls e séo
frequentemente usados para desenvolver e avaliar a eficacia de novas drogas anti-
inflamatdrias (WIRTZ et al., 2017).

Diversos modelos de colite em camundongos foram gerados para investigar a
etiologia e testar terapias para as doencas inflamatdrias da mucosa intestinal. Esses
modelos podem ser categorizados em quatro grandes grupos: modelos geneticamente
modificados, imunomodulados, espontaneos e erosivos/induzidos quimicamente. Cada
modelo de camundongo 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 DIls (PADUA et al., 2014; WIRTZ
etal., 2017).

Os modelos de inducdo quimica sdo os mais utilizados para estudar a inflamacéo
intestinal devido ao inicio imediato da inflamacdo, facilidade de aplicacdo e custos
relativamente baixos, além da importante semelhanca nos aspectos imunolégicos as DIlIs
humanas. Os modelos de colite com dextrano sulfato de sodio (DSS) e acido 2,4,6-
trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) estdo entre os modelos quimicos mais utilizados na
pesquisa experimental (WIRTZ et al., 2017).

O modelo murino que se assemelha a colite ulcerativa aguda é induzido pelo DSS.
Normalmente, os animais recebem concentracdes 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 inflamacéo e ulceracdo na
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analise histopatologica, como visto na colite ulcerativa em humanos (OKAYASU et al.,
1990; KITAJIMA et al., 2001).

As primeiras alteracdes relacionadas ao DSS podem comecar a serem observadas
ap6s um dia de tratamento e incluem a diminui¢do da expresséo das tight junctions (TJs),
aumentando a permeabilidade intestinal e 0 aumento de citocinas pré-inflamatdrias
(TNF-a, IL-1pB, IFN-y, IL-10 e I1L-12) no célon (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO,
1999). As lesdes histoldgicas observadas no modelo de colite induzida por DSS revelam
destruicédo das criptas, ulceragdes e erosoes, seguidos por edema da mucosa, deplecéo de
mucina, abscessos e infiltrado inflamatério (COOPER et al., 1993).

Por outro lado, a administracdo intra-retal do TNBS induz uma colite erosiva e
mimetiza a DC. Neurath e cols. (1995) foram os primeiros a descreveram este
procedimento, induzindo colite em camundongos BALB/c ou SJL/J com 2 a 4 meses de
idade. O mecanismo de acdo se da por meio da ruptura da barreira mucosa pelo etanol,
permitindo o acesso do TNBS as células epiteliais intestinais. O TNBS é um hapteno,
dessa forma precisa interagir com alguns grupos de aminoacidos da mucosa intestinal
e/ou bacterianos para induzir uma resposta imunolégica (JONES-HALL, GRISHAM,
2014; WIRTZ et al., 2017).

Os animais tratados com TNBS desenvolvem diarreia, sangramento retal,
prolapso retal e perda de peso acentuada. As manifestacGes clinicas tipicamente atingem
0 pico em 2 a 4 semanas e podem ser seguidas por recuperacdo parcial ou morte.
Histologicamente, observa-se um exacerbado infiltrado inflamatério transmural de
células imunes, composto por macréfagos, linfocitos T CD4+ e neutrofilos. Ulceracao,
edema e perda de células caliciformes também sdo observados (NEURATH et al., 2017;
JONES-HALL, GRISHAM, 2014).

O modelo induzido por TNBS possui um perfil caracteristico de citocinas de
células Thl e Th17. Foi observado que células T CD4+ da lamina propria produzem altos
niveis de IL-12, IL-17, TNF-a, IFN-y, IL-2, proteina-1 inibidora de macrdfagos e niveis
mais baixos de IL-4 (ALEX et al., 2009). Diferentes linhagens de camundongos
apresentam graus variaveis de inflamagdo no modelo TNBS, os camundongos SJL/J e
BALB/c sdo altamente suscetiveis, enquanto que os camundongos C57BL/6 e C57BL/10
sdo mais resistentes ao seu desenvolvimento (JONES-HALL, GRISHAM, 2014;
RANDHAWA et al., 2014). Assim sendo, o modelo de inducdo por TNBS é o mais
indicado para estudos relacionados & DC, além das vantagens de ser de facil manipulacéo,

barato e relativamente reprodutivel.
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3.3 Barreira epitelial intestinal

O intestino humano depende de varios mecanismos celulares e moleculares para
manter uma barreira intestinal intacta e dindmica. Normalmente, apenas pequenas
quantidades de contetdo luminal passam pela mucosa; no entanto, se o controle for
interrompido, pode haver um aumento na permeabilidade intestinal, podendo danificar a
mucosa, e consequentemente a condicBes patoldgicas, como as Dlls (SHOULTZ,
KEITA, 2019).

A mucosa intestinal € uma das barreiras mais importantes para a comunicacao
com o ambiente externo, representando a interface entre o mundo externo e o meio interno
humano. A funcdo da barreira intestinal é mantida pelo mecanismo de defesa fisica
associado a superficie da mucosa, pelo revestimento de células epiteliais que incluem
enterdcitos, células caliciformes, células Paneth e células M, e pelas células do sistema
imunoldgico inato e adaptativo presentes na lamina prépria (BISCHOFF et al., 2014;
SHOULTZ, KEITA, 2019).

Para proteger a mucosa, uma camada de muco cobre a superficie epitelial
externa. Essa camada é composta por mucinas glicosiladas produzidas pelas células
caliciformes, bem como defensinas secretadas pelas células Paneth e células epiteliais
intestinais, além da imunoglobulina IgA secretada por plasmacitos da lamina propria. Um
componente principal da mucina é codificado pelo gene Muc2 e camundongos knockout
para esse gene desenvolvem colite espontanea (VAN DER SLUIS et al., 2006). Além da
mucina, a camada de muco é composta por peptideos antimicrobianos, em que as células
de Paneth secretam as a-defensinas, enquanto a maioria das células epiteliais intestinais
produzem pB-defensinas. Sabe-se que as celulas de Paneth desempenham um papel
importante na homeostase do epitélio intestinal e que pacientes com DC frequentemente
apresentam reducdo na producao de defensinas (WEHKAMP et al., 2013; KASER et al.,
2010). Alteracdes na expressdo das mucinas somadas a deplecdo de células caliciformes
e de Paneth resultam em disbiose da microbiota comensal e aumento da suscetibilidade a
inflamacdo intestinal (KASER et al., 2010; ANTONI et al., 2014).

A monocamada de células epiteliais intestinais constitui estruturalmente as criptas
e vilosidades, e secretam muco contendo peptideos antimicrobianos; essas células
separam patogenos intra-luminais da lamina propria subepitelial (CADER, KASER,
2013; VAN DER FLIER et al., 2009; GEREMIA et al., 2014). A coesdo mecanica dessas

celulas e a regulacdo da permeabilidade paracelular de ions e pequenas moléculas séo
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garantidas por trés tipos de complexos juncionais: as juncOes apertadas, juncdes de
aderéncia e desmossomos (ANTONI et al., 2014; STREMMEL et al.,, 2013;
SILVERBERG et al., 2009).

De modo geral, as mucosas possuem um conjunto de células e moléculas capazes
de desempenhar funcdes essenciais de prevenir a invasao microbiana e as separam do
ambiente externo, representando o maior portal de entrada para patdgenos no organismo.
Sendo assim, as mucosas séo protegidas por um importante e especializado sistema imune
inato e adaptativo, o sistema imune de mucosas, eficaz para suprimir respostas a bactérias
comensais que colonizam a mucosa intestinal, bem como substancias estranhas de
alimentos, e com menor frequéncia responder a bactérias patogénicas (KASER,
ZEISSING, BUMBERG, 2010; AL-SADI et al., 2014).

Evidéncias crescentes sugerem que a permeabilidade intestinal pode ser crucial
para o desenvolvimento das DlIIs, devido a isso, alguns autores a consideram como uma
doenca de barreira intestinal prejudicada. Uma ativacdo imune inadequada pode levar a
inflamacdo da mucosa, com secrecdo elevada de citocinas pré-inflamatdrias que podem
afetar o epitélio e promover uma barreira mais permeavel (JAGER et al., 2013; ANTONI
etal., 2014; NEURATH, 2017).

3.4 Resposta imunoldgica da Doenca de Crohn

Uma barreira epitelial intestinal perturbada permite a entrada desenfreada de
antigenos e o reconhecimento, frente a esse cendrio, do sistema imune provoca na DC,
uma resposta imune exacerbada marcada por inflamagéo cronica. Estudos de associagdo
gendmica identificaram loci de suscetibilidades que, desencadeados por fatores
ambientais, resultam em uma resposta imune inata perturbada, caracterizada por uma
barreira intestinal perturbada, disfuncdo das células de Paneth, estresse do reticulo
endoplasmatico, resposta proteica defeituosa e autofagia, comprometimento do
reconhecimento de micrébios pelos receptores de reconhecimento padrdo, como dominio
de ligacdo a nucleotideos e receptores Toll like em células dendriticas e macrofagos; uma
e resposta imune adaptativa, isto €, desequilibrio de células T efetoras e regulatérias e

citocinas, além da migracéo e retencéo de leucécitos (NEURATH, 2017).

As citocinas tém um papel crucial na patogénese das Dlls, onde controlam varios
aspectos da resposta inflamatdria. A producdo de diversas citocinas inflamatorias

aumenta de forma consideravel nas DIIs, e o desequilibrio entre citocinas pro-
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inflamatdrias e anti-inflamatorias impede a resolucdo da inflamacdo, levando a
perpetuacdo da doenca e destruicdo dos tecidos (NEURATH, 2017). A ativagdo via
receptor do Toll like de macrofagos e celulas dendriticas da lamina propria estimula a
reposta pré-inflamatoria pela secrecéo de citocinas como o TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-6,
IL-8 e IL-18 (AHLUWALIA et al., 2018; CORRIDONI; ARSENEAU; COMINELLLI,
2014; SHOULTZ, KEITA, 2019).

O TNF-a ¢ um dos principais efetores da inflamagdo das Dlls, produzido
principalmente por linfocitos e macrdfagos, e em menor quantidade por células
dendriticas, neutrofilos e mastocitos, além de células ndo imunes como células neuronais,
fibroblastos e queratindcitos. E uma citocina que tem sido alvo de inimeras pesquisas
que buscam compreender os eventos que resultam na cronicidade da inflamacdo. Essa
citocina possui efeitos biologicos pleiotropicos, é considerada responsavel por estimular
as células do endotélio e os leucdcitos a aumentarem a expressdo de selectinas e seus
ligantes e de integrinas e seus ligantes, estimulam também o aumento da producéo de
quimiocinas e citocinas e, consequentemente, diapedese, que caracteriza o infiltrado
inflamatorio (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2012; DE ZOETEN; FUSS, 2013;
NEURATH, 2017).

Além disso, o TNF- a pode modular a transcricdo das proteinas de juncdes, as TJs,
contribuindo para uma permeabilidade alterada, induzindo apoptose de enterdcitos,
dificultando a redistribuicdo das juncdes que devem selar as lacunas deixadas e na
ativagdo da MLCK (“Myosin light chain kinase” - cadeia leve de miosina quinase) que
atua na contracdo celular permitindo o afastamento das juncdes apertadas (SUENAERT
et al., 2002; AL-SADI et al., 2014; COSKUN et al., 2014, SE et al., 2013; WATSON et
al., 2012; NEURATH, 2017; XIONG et al., 2017).

Sabendo da existéncia de uma rede de citocinas reguladoras que tem implicacdes
importantes para a progressao das DIIs, uma promissora estratégia de tratamento seria
neutralizar os efeitos das citocinas pré-inflamatérias no organismo, com o objetivo de
minimizar a inflamacdo e por consequéncia diminuir os sintomas da doenca (NEURATH,
2017).

3.5 Tratamento para a Doenca de Crohn — Anticorpos monoclonais

Os tratamentos atuais utilizados para as Dlls envolvem o uso de anti-
inflamatdrios, imunossupressores, antibidticos e anticorpos monoclonais, alem do suporte
nutricional e cirurgias. Como néo existe cura para as Dlls, tais abordagens visam reduzir
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os sintomas da doenga, ajudar a manter a remissao a longo prazo e a reduzir 0s riscos de
complicacBes (ROHR et al., 2018).

Dentre as classes de terapias utilizadas, a bioldgica por meio dos anticorpos
monoclonais tém potencial significativo como agentes terapéuticos devido a sua
capacidade de se ligar a antigenos especificos, possuindo maior especificidade para vias
moleculares envolvidas na patogénese das Dlls. Atualmente, o setor farmacéutico e da
biotecnologia estd investindo recursos no desenvolvimento de produtos terapéuticos
baseados em anticorpos. Novos anticorpos monoclonais (mAbs) tém entrado no estudo
clinico a uma taxa superior a 40 por ano desde 2007 e novos produtos vém sendo
aprovados. Atualmente sdo 33 anticorpos aprovados para terapia ou sendo revistos para
aplicacdo clinica, a maioria anticorpos recombinantes, muitos deles humanizados e alguns
totalmente humanos (REICHERT et al., 2011; NEURATH, 2017).

Com o avanco da tecnologia do DNA recombinante, varias formas de anticorpos
recombinantes foram geradas. Por meio da manipulacdo dos genes codificadores para
cada uma das cadeias do anticorpo, é possivel alterar a estrutura e funcéo, inclusive incluir
um carater humano no anticorpo murino (MORRISON et al., 1984). A molécula de
anticorpo possui uma estrutura em dominios, devido a isso, € possivel a sua divisdo em
subunidades funcionais que podem ser utilizadas separadamente, ou combinadas com as
de outros anticorpos para formar novas moléculas com propriedades especificas
(HAYDEN et al., 1997). 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 constante, ou toda por¢do Fc dos anticorpos. Estes
fragmentos de anticorpos séo conhecidos por apresentarem uma meia-vida menor no soro
do individuo do que o anticorpo inteiro, além de apresentar melhor penetrabilidade em
tumores e tecidos (COLCHER et al., 1998; WU; YAZAKI, 2000).

Dentre os tratamentos mais utilizados para as DIIs estdo os anticorpos anti-TNF,
uma vez que os niveis desta citocina estdo elevados na doenca (NEURATH, 2014).
Atualmente, existem no mercado varios agentes anti-TNF-o, como Infliximabe,
Adalimumabe, Golimumabe e Certolizumabe para o tratamento das Dlls, sendo o ultimo
aprovado para uso clinico apenas para DC (HOLLERAN, et al., 2017; CHUDY-
ONWUGAIJE et al., 2018). Os anticorpos especificos para 0 TNF-o suprimem a
inflamacdo intestinal cronica e podem induzir a cicatrizagdo da mucosa nas DllIs. O efeito
do tratamento é principalmente devido a neutralizagdo do TNF-a, ap0s a ligagdo ao

anticorpo a ativacdo do receptor TNF-a ¢ impedida, resultando na reducdo da
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permeabilidade intestinal, principalmente devido a uma reducdo na apoptose das células
epiteliais intestinais, bem como uma diminuicdo da permeabilidade paracelular devido a
manutengdo das TJs (KOCH; NUSRAT, 2012; NEURATH, 2014; OLESEN, et al.,
2016).

De fato, os anticorpos monoclonais que neutralizam TNF sdo mais eficazes para
o0 tratamento dos pacientes. No entanto, a via intravenosa de administracdo dessa classe
de terapéuticos causa imunogenicidade e efeitos colaterais sisttmicos (SCOTT CROWE
et al., 2018). Dentre os efeitos colaterais, destacam-se que alguns pacientes desenvolvem
resposta com anticorpos humanos anti-quimericos “human anti-chimeric antibodies”
(HACA), que faz com que estes anticorpos anti-quiméricos se liguem ao anticorpo
terapéutico, encurtando sua de meia-vida e consequentemente, limitando a resposta ao
tratamento (DREESEN et al., 2018).

Uma das complicacdes graves de terapias com anti-TNF é a ativacdo de
tuberculose latente. Outra preocupacdo € o risco aumentado de contrair doencas
bacterianas, virais e fungicas (ZHOU et al., 2018). Além disso, deve ser levado em
consideracdo é que a terapia com anti-TNF € relativamente nova e pouco se sabe sobre o
seu uso a longo prazo (GUBERNATOROVA; TUMANOV, 2016). Além disso € uma
terapia de alto custo, e estima-se que seja arrecado com as vendas dos anticorpos
monoclonais, cerca de 25 milhdes de dolares por ano (KAPLON; REICHERT, 2018).

Desse modo, novas formas de administracdo dos anticorpos monoclonais estdo
sendo consideradas, como a via oral, uma vez que pode diminuir significativamente o
custo de producao e principalmente, reduzir os efeitos colaterais graves provenientes da
utilizacdo sistémica de mAbs por via parenteral. Uma estratégia alternativa para entrega
do mADb diretamente na mucosa intestinal seria a entrega de DNA, que consiste na
administracdo de plasmideos contendo um cassete de expressdao eucariotica, no qual
sequéncias codificadoras de proteinas imunogénicas ou imunomoduladoras sao inseridas,
sendo possivel a sintese destas proteinas pelo proprio hospedeiro, com consequente
apresentacdo das mesmas ao sistema imune (GURUNATHAN et al., 2000).

A entrega de DNA via superficie das mucosas apresenta a possibilidade de
geracdo de ambas as respostas imunes, a sisttmica e de mucosas (NEUTRA,
KOZLOWSKI, 2006; WELLS, 2011). Ademais, a administracdo de vacinas por esta via
é relativamente simples, 0 que permite maior aceitacéo por parte dos individuos a serem
vacinados (BAHEY-EL-DIN; GAHAN; GRIFFIN, 2010). Dentro do contexto da

imunizacdo por via de mucosas, a utilizacdo de bactérias geneticamente modificadas
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representa uma alternativa promissora para a entrega dos plasmideos vacinais
(BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2003).

Atualmente, as bactérias utilizadas para entrega de vacinas de DNA sdo, em sua
maioria enteropatogénicas atenuadas, dentre as quais pode-se citar Salmonella typhi,
Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica e E. coli, elas sdo
capazes de interagir com a superficie das mucosas e infectar células de mamiferos,
facilitando a entrega do plasmideo (DAUDEL; WEIDINGER; SPRENG, 2007;
BECKER, NOERDER; GUZMAN, 2008). Tais bactérias tém sido empregadas como
transportadoras de plasmideo de DNA para profilaxia de varias doencas infecciosas e
tumores, contudo, o risco de reversao a seu fenotipo patogénico existe, fato que deve ser
levado em consideracéo principalmente quando se trata de sua administragdo em criangas
e individuos imunocomprometidos (DUNHAM, 2002; SCHOEN et al., 2004). Sendo
assim, alguns grupos de pesquisa, visando estratégias mais seguras para a entrega das
vacinas de DNA, tém explorado o potencial de bactérias ndo patogénicas para esta
finalidade, cenério no qual as bactérias lacticas se destacam como alternativa promissora
(WELLS; MERCENIER, 2008).

3.6 Bactérias lacticas

As Bactérias laticas (BLs) sdo microrganismos gram-positivos, anaerobios
facultativos, ndo formadores de esporos, ndo mdveis e ndo produtoras de catalase, que
obtém energia a partir da conversdo de acucar em &cido lactico. Morfologicamente, as
bactérias lacticas podem ter a forma de cocos, hastes ou bacilos. Esse grupo de bactérias
é bastante utilizado pela inddstria alimenticia e farmacéutica, principalmente como
probidtico, sendo Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Lactococcus o0s
géneros do grupo que mais se destacam (CARVALHO et al., 2017).

As BLs sdo um dos mais importantes grupos de bactérias utilizadas
industrialmente. Estes organismos sao usados em uma variedade de processos, incluindo
producdo de alimentos (iogurtes, queijos, leites aciddfilos, pdes, vinhos, manteigas,
carnes, picles, embutidos e silagem), atuando na formacéo do sabor, na preservacao e na
producdo de suplementos ou aditivos, além de atuarem na producdo de bacteriocinas e
exopolissacarideos. Estas bactérias também sdo utilizadas para a producdo de grandes
quantidades de produtos quimicos e biologicos, como o proprio acido lactico e vitamina
B. Diversas espécies de bactérias lacticas, por serem utilizadas em processos de

fermentacdo de alimentos, j& foram consideradas seguras e adquiriram o status de GRAS
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(Generally Recognized As Safe), isto é, geralmente reconhecido como seguro, pela FDA
(Food and Drug Administration) (KWON et al., 2001; WELMAN, MADDOX, 2003;
BURGESS et al., 2004; LERQOY, DE VUYST, 2004; WANG et al., 2016).

A estes microrganismos ainda € atribuido um importante papel na manutencéo da
saude e da prevencdo de infeccdes (REID et al., 2003; KLAENHAMMER et al., 2005)
sendo referidos como probioticos, ou seja, microrganismos Vivos que quando
administrados em quantidades adequadas, mantém a saude e o equilibrio da microbiota
intestinal (SANDERS, 2003). A exclusdo de agentes patogénicos e a reducédo de agentes
cancerigenos sdo alguns dos efeitos benéficos dos probiodticos que podem ser citados
(REID et al., 2003). Outros efeitos bem estabelecidos destas bactérias é a propriedade
imunoestimulatéria, com efeitos anti-inflamatdrios capazes de prevenir e tratar certas
doencas inflamatorias intestinais e alérgicas. Atualmente, uma série de produtos lacteos
contendo probioticos esta disponivel no mercado, sendo os leites fermentados os produtos
mais difundidos (PONTES et al., 2011).

Essas bactérias podem ocupar varios nichos diferentes, por causa da sua grande
diversidade, como superficies de plantas, animais e o trato gastrointestinal (TGI) de
animais; em algum periodo da vida todo ser vivo entrard em contato com estas bactérias,
seja através da alimentacdo ou do meio ambiente. Acredita-se que as BLs se encontram
em estado latente na superficie de plantas e podem se multiplicar no TGI de animais ap6s
sua ingestdo (BOLOTIN et al., 2001; WANG et al., 2016).

Quando as BLs sdo consumidas por via oral, podem sobreviver a exposi¢cdo ao
acido gastrico e ao contato com a bile, permitindo sua absorcdo nos tecidos linfoides
associados a mucosa, como as placas de Peyer (WANG et al., 2014). Além disso, sua
administracdo na mucosa por vias orais, intranasais ou genitais pode estimular respostas
imunoldgicas tanto a nivel local quanto sisttmico (MACPHERSON et al., 2015).

As BLs também possuem um grande potencial de utilizacdo na producdo de
biomoléculas. Recentemente, o potencial para as novas aplicaces das BLs, tais como
vacinas orais e producao de proteinas heter6logas vem sendo explorado por varios grupos
de pesquisa. Neste contexto, por meio da engenharia genética, estas bactérias sdo
utilizadas como “biofébricas” para a produgdo de moléculas de interesse biotecnoldgico
e médico, como citocinas, enzimas, alérgenos e antigenos, bem como sdo também
utilizadas como veiculo para a apresentacdo de antigenos exdgenos na superficie de
mucosas (MERCENIER et al., 2000; STEIDLER et al., 2000; NOUAILLE et al., 2003;
WANG et al., 2016).
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Desse modo, 0 uso das BLs recombinantes como veiculo para entrega de DNA
em células eucarioticas surgiu como uma abordagem para aumentar a imunogenicidade,
proteger o plasmideo contra degradacdo antes da absor¢do e permitir uma administragdo
oral na perspectiva de induzir respostas imunes tanto locais na mucosa quanto sistémicas
(WANG, 2016).

Dentre todas as BLs, a Lactococcus lactis é a espécie mais bem caracterizada
devido ao seu interesse industrial e por serem excelentes modelos para o estudo do
metabolismo, fisiologia, genética e biologia molecular das BLs. A espécie L. lactis tem
sido intensivamente utilizada na producdo de proteinas heterélogas. Isto se deve ao fato
de que poucas proteinas sdo secretadas por esta espécie, sendo que apenas a Usp45
(Unknown Secreted Protein of 45 kDa) é secretada em quantidades suficientes para ser
detectada em gel de poliacrilamida desnaturante (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis, SDS-PAGE). Esta caracteristica facilita a purificacdo e analise das
proteinas heterdlogas de interesse. Além disso, as linhagens laboratoriais de L. lactis ndo
produzem nenhuma protease extracelular (AZIZPOUR et al., 2017; SONG et al., 2017).

3.7 Lactoccocus lactis como veiculo de entrega de DNA na mucosa

A L. lactis é caracterizada por (i) ser um microrganismo de facil manipulacéo; (ii)
ser um microrganismo seguro, possuindo o status GRAS (Generally Recognized As Safe);
(iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi sequenciado e (iv) possuir um grande nimero
de ferramentas genéticas ja desenvolvidas, como protocolos de transformacéo, vetores de
clonagem e de expressdao (MILLS et al., 2006). Além disto, durante as duas ultimas
décadas, avancos significativos na area da genética e sistemas de expressdo de proteinas
em L. lactis (NOUAILLE et al., 2003; MILLS et al., 2006) possibilitaram o aparecimento
de novas areas de aplicacdo desta bactéria, como a entrega de proteinas, genes, vacinas e
drogas terapéuticas a superficie das mucosas (BRAAT et al., 2003; HANNIFFY et al.,
2007; BAHEY-EL-DIN et al., 2010).

Neste sentindo, L. lactis se destaca como um microrganismo alternativo para a
producdo de moléculas de interesse biotecnologico, em relacdo ao uso de modelos mais
tradicionais como Escherichia coli. Além disso, inUmeras proteinas de origem
eucariotica, bacteriana e viral ja foram produzidas utilizando L. lactis (NOUAILLE et al.,
2003; LE LOIR et al., 2005).

Um crescente numero de estudos vem utilizando as BLs, com destaque para L.

lactis, como veiculo para a apresentacédo de antigenos e para entrega de DNA na superficie
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de mucosas. As BLs, ao contrario dos microrganismos patogénicos, podem ser
continuamente utilizadas em programas de imunizacdo. Além disto, sdo capazes de
resistir ao ambiente &cido do estbmago, alcan¢ando o trato gastrointestinal, onde ocorre
a estimulagdo temporaria do sistema imune. J& que é uma bactéria transiente, a mesma
ndo é capaz de colonizar a mucosa intestinal, ndo gerando tolerancia oral (MERCENIER
et al., 2000).

Vérios trabalhos confirmam a capacidade de L. lactis em apresentar antigenos para
a mucosa, gerando respostas imunes especificas. Contudo, o maior desafio desta
aplicacdo consiste principalmente na expressdao de genes eucariéticos nesta bactéria. E
isso se deve as diferencas observadas na maquinaria molecular que constituem o0s
sistemas eucarioticos e procarioticos. Neste contexto, o processamento pés-traducional
em L. lactis, algumas vezes ndo € correto, pois modificacfes tais como glicosilagdes e
formacédo 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).

Estudos realizados por Walter Schaffner (1980) demonstraram que as bactérias
sdo capazes de transferir material genético para células de mamiferos in vitro. Por esse
motivo elas foram propostas como um novo vetor a ser utilizado para transferéncia de
plasmideos vacinais (SCHAFFNER, 1980; COURVALIN; GOUSSARD; GRILLOT-
COURVALIN, 1995; SIZEMORE; BRANSTROM; SADOFF, 1995; VASSAUX et al.,
2006). 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 expressao eucaridtica, onde as modificacdes pos-traducionais da proteina de interesse
sejam realizadas pelas células eucaridticas hospedeiras (GUIMARAES et al., 2005).

Nestes mecanismos de transferéncia, a bactéria invade a célula eucarioticaem uma
vesicula primaria que é fundida a um compartimento lisossdmico, ocorrendo a lise
bacteriana. Em seguida, o DNA plasmidial pode escapar da vesicula para o citoplasma e
por fim, ser translocado para o nucleo da célula onde ocorre a expressao da ORF (“Open
Reading Frame - Fase de Leitura Aberta) de interesse, ou seja, da informagdo genética
inserida no plasmideo, para posterior apresentacdo ao sistema imune (Figura 1). Neste
sistema de entrega, as bactérias atravessam a membrana plasmatica da célula alvo,
entregando o plasmideo vacinal diretamente no interior da célula, além de proteger o
DNA plasmidial de degradacéo por nucleases (SCHOEN et al., 2004; PONTES et al.,
2011).
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Figura 1: Representacdo 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 alcanca o nucleo da célula; (7 e 8) Transcrigdo e tradugdo do
antigeno de interesse e apresentacdo deste ao sistema imune (Adaptado de Pontes et al., 2011).

Para otimizar as estratégias de entrega de DNA, Guimardes e cols. (2009)
construiram um plasmideo denominado pValac (Figura 2). Esse vetor foi formado pela
fusdo do (i) promotor do citomegalovirus (pCMV), que permite a expressdo do antigeno
em células eucaridticas; (ii) sitio de clonagem mdltipla (MCS, Multiple Cloning Site);
(iii) sequéncia sinal de poliadenilacdo do Hormonio do Crescimento Bovino (bGH poli-
A), para estabilizar o transcrito de RNA mensageiro; (iv) origens de replicagdo, que
permitem a propagacao do plasmideo tanto em E. coli quanto em L. lactis, e (v) um gene
de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, para a selecdo das linhagens recombinantes.
Ap6s a invasdo celular, a L. lactis provavelmente é internalizado por vesiculas
fagolisossomais e sofre lise, liberando o DNA plasmidial que € transferido para o ncleo,
resultando na expressdo da ORF de interesse (GUIMARAES et al., 2009).
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Figura 2: Estrutura do plasmideo pValac.

Estrutura do plasmideo pValac. As caixas indicam: local de clonagem multipla (MCS) e regido
de poliadenilagdo 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 eucariéticas e
procariéticas (Adaptado de Guimardes et al., 2009).

Adicionalmente, com o objetivo de aumentar a eficiéncia de entrega do cassete de
expressdo eucaridtico as células e as interagdes entre as BLs e as células hospedeiras, foi
desenvolvido uma linhagem recombinante de L. lactis capaz de expressar a proteina A de
ligacdo a fibronectina (FNBPA), uma adesina de membrana e um fator de viruléncia da
bactéria Staphyloccocus aureus, que melhora e facilita a entrega do DNA em células
eucarioticas. A FnBPA é um mediador de adesdo da bactéria ao tecido hospedeiro
aumentando a entrada dessas bactérias em células ndo fagociticas, sendo L. lactis
FnBPA+ capaz de invadir células in vitro a niveis comparaveis a S. aureus
(INNOCENTIN et al., 2009).

A utilizacdo 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 0 FnBPA (LL-E7 + FnBPA), em que foi observado uma resposta imune Thl
sistémica 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).

Afim de utilizar as estratégias de invasivas e de entrega do plasmideo de expressao
eucariotica, foi desenvolvida uma linhagem de L. lactis capaz de expressar em sua

superficie o FNBPA e de entregar o pValac para a expresséo eucariotica de fragmentos de
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anticorpos monoclonais anti-TNFa, utilizadas para o tratamento de colite induzida por
DSS. A linhagem L. lactis MG1363 FnBPA+ pValac::anti-TNFa demonstrou ser capaz
de entregar o plasmideo localmente e a partir da expressdao do anticorpo anti-TNF
melhorar os aspectos inflamatdrios da colite induzida, bem como os niveis de citocinas
pro-inflamatorias CHIABAI et al, 2019).

Nesse contexto, a utilizacdo de uma linhagem geneticamente modificada L. lactis
MG1363 FnBPA+ pValac::anti-TNFo poderia também representar uma nova estratégia
eficiente para o tratamento da colite induzida por TNBS, mimetizando a DC, com a
entrega de DNA diretamente na mucosa, visto que as moléculas de anticorpos seriam
produzidas diretamente no sitio da inflamacéo, além de ser uma estratégia de baixo custo,
comparado a tratamentos convencionais com uso de anticorpos monoclonais, com menor

toxicidade e sem efeitos colaterais sistémicos.
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MATERIAL E METODOS
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas com 6-8 semanas de idade (20-
249) provenientes do biotério do Laboratorio de Controle Neural da Circulacdo 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 instalagBes préprias, com
uma sala para acomodacéo dos animais, contando com temperatura controlada (22-24°C),
controle de luz de 12 horas e exaustor tanto para reducao do odor como para a circulacédo
de ar. Todos os procedimentos aqui descritos com animais foram submetidos e aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (protocolo
1840030418).

4.2 Experimento 1: Desenho experimental para otimizacéo do protocolo de indugdo
da colite cronica experimental com TBNS em camundongo

Foi realizado um experimento com adaptacdo do protocolo de Wirtz e cols.
(2017), que consistiu na reducdo do periodo de inducdo da colite crénica induzida por
TNBS, otimizando o protocolo de 44 para 25 dias. Os animais foram divididos em dois
grupos: (i) CN: tratamento oral com salina e aplicacdo intra-retal de etanol e (ii) TNBS:

tratamento oral com salina e aplicacdo intra-retal de etanol/TNBS.

4.3 Inducéo da colite experimental por TNBS

Para inducdo da colite cronica experimental, 0 método usado foi o descrito por
Wirtz e colaboradores (2017) com modificacdes. Os camundongos foram expostos a
administracdes intracoldnicas de doses crescentes de TNBS em etapas. Sete dias antes da
primeira administracdo intra-retal de TNBS, os camundongos foram pré-sensibilizados
com uma Unica aplicacdo de um mix contendo acetona e azeite numa proporcéo 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, 1.5 e 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 posicéo vertical (cabeca para baixo) por 60 segundos para
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distribuicdo completa e igual do hapteno. Nos dias 19 a 23 foi realizado a gavagem

intragastrica com salina. Os animais foram eutanasiados no dia 24 (Figura 2).

Figura 3: Cronograma da inducdo com TNBS da colite experimental e tratamento com

bactérias
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No dia 0 foi realizada a pré-senbilizacdo, nos dias 7, 14 e 21 os camundongos
receberam, respectivamente, a instilagdo de 0.75, 1.5 e 2.5 mg de TNBS em etanol
40%. O tratamento aconteceu entre os dias 19 e 23. No dia seguinte a Gltima gavagem
0s camundongos foram eutanasiados.

4.4 Coleta do colén intestinal

Apo6s a eutanasia dos animais, o colon foi cuidadosamente retirado e o
comprimento foi mensurado considerando sua extensdo desde a jungdo com o ceco até o
reto. Uma seccdo do colon foi separada para a analise histologica das lesdes intestinais,
os tecidos foram mantidos em formaldeido 4% por 48 horas e posteriormente mantidos
em etanol 70%, para seguir a coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE), foram
executados cortes de 3 a 5 micrometros de espessura.

A fixacdo das amostras em formalina tamponada em um volume superior no
minimo a 10x o volume da peca garante a integridade do tecido, evitando a sua
degradacdo por enzimas presentes no interior das células ou por bactérias, além de
preservar a estrutura e a composicao celular.
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4.5 Analise Histoldgica
4.5.1 Preparacédo das laminas para analise histolégica

Inicialmente, cada 6rgéo 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 imersdo em alcool absoluto foi realizada
duas vezes. A etapa de desidratacdo evita a retragdo do tecido e, consequentemente, as
lesBes estruturais da célula de carater irreversiveis.

Apbs a desidratacdo foi feita a diafanizacdo, na qual o material foi imerso duas
vezes em Xxilol com duragdo de 1 h cada imersdo. O xilol funciona nesta etapa como
desalcolizante. Em sequéncia foi realizada a diafanizagdo, com a impregnagédo do material
realizada em parafina. Na impregnacdo, 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 férma foi deixada ao ar livre a
temperatura ambiente para solidificacdo da parafina. Os blocos formados foram retirados
das formas e, em seguida, foram realizados os cortes histoldégicos no micrétomo.

Os cortes histologicos foram realizados com espessura de 5 um. 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 bioldgico aderido as laminas apresentam-se
transparentes e ndo sendo possivel identificar as estruturas que o compdem ao
microscopio, foram realizadas colora¢fes. Os protocolos de coloragdo sdo executados
com banhos sequenciais de varios corantes e reagentes. Com os cortes aderidos as laminas
foi realizado a coloracdo hematoxilina & eosina (H&E) para visualizacdo e analise geral
do corte histolégico e da migracdo 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).

4.5.2 Coloracédo Hematoxilina Eosina (H&E)

As laminas foram inicialmente desparafinadas por imerséo no xilol, em um banho

duplicado durante 10 minutos, cada imersdo. Em seguida, as laminas foram hidratadas
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em alcool com concentracfes decrescentes até o alcool 70°. Posteriormente, as amostras
foram lavadas de forma rapida em agua destilada. Entdo, foram imersas na hematoxilina
de Harris por 30s, e mergulhadas rapidamente em agua destilada até a observagdo 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.
Ap0s 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 ldmina e laminula e comprimida
com firmeza sobre o corte para o espalhamento do selante. Apds 24 h, foram retirados o0s
excessos do balsamo para acabamento e finalizacdo do preparo das laminas (VIEIRA,
2008).

4.5.3 Fotomicrografias

As fotografias digitais foram capturadas pela cAmera Moticam 5.0 MP acoplada
ao microscopio optico calibradas em defini¢des especificas conforme a objetiva utilizada:
4x (A.T. 40 x), 10x (A.T. 100 x) ou 40x (A.T. 400x). A analise histoldgica foi realizada
por um operador capacitado, o qual analisava qualitativamente os parametros histologicos
para em seguida quantifica-los estatisticamente através de score histolégico.

Os paréametros considerados para o calculo da pontuacdo (escore histolégico)

estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros analisados no escore histologico de Colite

Grau de Alterac0es histoldgicas
Colite
0 Achados histol6gicos idénticos aos ratos normais
1 Infiltrado inflamatdrio leve em mucosa e /ou submucosa e edema. Erosoes

de mucosa pontual frequentemente associada a proliferacdo capilar.
Muscular da mucosa intacta
Alteragdes de grau 1 envolvendo 50% da amostra

3 Infiltrado inflamatorio 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
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muscular.

Alteracdes de grau 3 envolvendo 50% da amostra

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

6 AlteracGes de grau 5 envolvendo 50% da amostra.

4.6 Experimento 2: 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 aplicacao intra-
retal de etanol/TNBS; (iii) LL-F: tratamento oral com L. lactis MG1363 FNBPA+ e
aplicagéo intra-retal de etanol/TNBS; (iv) LL-FT: tratamento oral com L. lactis MG1363
FnBPA+ (pValac:anti- TNF-a) e aplicacdo intra-retal de etanol/TNBS. Os grupos

passaram pelo protocolo de indu¢do com TNBS descrito na figura 3.

4.7 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 solucéo 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 agitacdo por
aproximadamente 16 horas (DO=1). As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho

estdo listadas na Tabela 03 e os plasmideos utilizados na Tabela 04.

Tabela 3: Linhagens bacterianas utilizadas neste estudo

Linhagem Caracteristicas Fonte
Lactococcus lactis MG1363 L. lactis MG1363 (QUE et al., 2001)
FnBPA+ expressando FNBPA de S.

aureus (Eryr)
Lactococcus lactis MG1363 L. lactis expressando (CHIABAI et al., 2019)
FnBPA+ (pValac:anti- FnBPA de S. aureus
TNFa) carreando o plasmideo

pValac:anti- TNF-a
(anti- TNF-a / Cmr / Eryr)
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Tabela 3: Plasmideos utilizados neste estudo

Plasmideos Caracteristicas relevantes  Fonte
pOri23-FnBPA Shuttle vetor: (QUE et al., 2001)
(FnBPA / ori ColE1/ P23/
Eryra
pValac Vetor de expressao (GUIMARAES et al.,
eucaridtica 2009)
(pCMV / Cmr / RepA /
RepC)b
pValac:anti- TNF-a pValac contendo ORF anti- (CHIABAI et al., 2019)
IL-1B
(pCMV / Cmr / RepA/

RepC / anti- TNF-a)b

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

b: pValac: Vaccination using Lactic acid bactéria; pCMV: promotor do citomegalovirus; RepA e RepC:
origens de replicacdo procariotica; Cmr: gene de resisténcia ao cloranfenicol; gfp: ORF do gene codificador
da proteina verde fluorescente; anti-TNF: ORF do gene codificador da proteina scFv anti-TNF.

4.8 Preparacao das bactérias para administracao

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
disponibilizagdo de fibronectina. Em seguida foram realizadas mais 3 lavagens com salina
seguidas da centrifugacdo como descrito acima. Por fim, foi o sedimento foi
ressuspendido em salina, de modo que cada 100 uL contivesse 10° UFC (unidades

formadoras de coldnias).

4.9 Administracéo das bactérias

A administracdo de bactérias se deu pela via intragastrica com a técnica de
gavagem utilizando uma agulha especifica de aco inox, sem causar qualquer prejuizo para
o tecido animal, uma vez que possuia a ponta arredondada. Os camundongos dos grupos
LL-F e LL-FT receberam 10° UFC de cada uma das linhagens recombinantes
ressuspendidas em um volume de 100uL de solucdo salina 0,9% estéril. As inoculagOes
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% estéril, para
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que estivessem expostos as mesmas condicOes de estresse que 0s animais submetidos ao
tratamento com a bactéria. Um dia ap0s o tratamento os animais foram eutanasiados e
todos 0s grupos passaram pelas mesmas analises do experimento 1, acrescentando 0s

descritos nos proximos topicos.
4.10 Indice de Atividade da Doenca (1AD)

O indice de atividade da doenca (IAD) foi calculado usando um sistema de
pontuacdo previamente estabelecido por Kasinathan e colaboradores (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
o0 peso inicial e final. A consisténcia das fezes e o sangramento retal foram observados

durante a seccdo do co6lon no dia da eutanasia.

4.11 Coleta de tecidos e 6rgéos

A eutanasia dos animais se deu por exsanguinacdo realizada por puncéo cardiaca
apos anestesia geral, foi coletado o sangue para a obtencao do soro, as amostras de sangue
coletadas foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida,
centrifugadas a 4.000 x rpm a 4°C por 15 minutos, o sobrenadante é coletado e
armazenado em outro tubo no ultrafreezer -80°C. O baco do animal foi removido, pesado
e armazenado em um tubo também no ultrafreezer -80°C.

O cdlon foi cuidadosamente retirado, pesado e o comprimento foi mensurado
considerando sua extensao desde a jungdo com o ceco até o reto. O cdlon foi dividido em
uma porcao distal e outra proximal para a analise histologica das lesdes intestinais, 0s
tecidos foram mantidos em formaldeido 4% por 48 horas e posteriormente mantidos em
etanol 70%, para seguir a coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE), foram executados
cortes de 3 a 5 micrémetros de espessura.

A fixacdo das amostras em formalina tamponada em um volume superior no
minimo a 10x o volume da peca garante a integridade do tecido, evitando a sua

degradacdo por enzimas presentes no interior das células ou por bactérias, alem de
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preservar a estrutura e a composicdo celular. A analise histologica foi a mesma

apresentada no topico 4.5.

4.12 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como a média + erro padrdo da média
(e.p.m.). A significancia das diferencas entre 0s grupos para 0 experimento 1 de
otimizacdo do protocolo de inducdo da colite foi avaliada pelo teste t ndo pareado. Para
os resultados obtidos no experimento 2, em que se avaliou o efeito do tratamento com as
bactérias, as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de analise de variancia
(ANOVA), seguindo o teste post-hoc de comparacdo de Tukey, utilizando o software
GraphPad Prism® versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A.). Os

valores foram considerados significativos quando p < 0,05.

45



RESULTADOS
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Neste estudo foram realizados dois experimentos, o primeiro para validar um
protocolo adaptado de inducdo de colite crbnica, e 0 segundo para avaliar o efeito da
producdo de fragmentos de anticorpos monoclonais de anti-TNFa diretamente na mucosa
intestinal de camundongos com colite induzida por TNBS, utilizando Lactococcus lactis
como carreador de plasmideo de expressdo eucariotica (pValac:anti-TNFa). Os
camundongos foram divididos nos seguintes grupos, para o experimento 1: CN, controle
negativo de animais saudaveis que ndo receberam TNBS e bactéria; TNBS, controle
positivo de animais doentes cuja colite foi induzida por TNBS e que n&o recebeu nenhum
tratamento com lactococos; e para o experimento 2 os grupos: CN; TNBS; LL-F, grupo
que serviu como controle positivo da inflamacéo, pois a colite foi induzida e foram
tratados somente com L. lactis transformado com plasmideo de FnBPA e LL-FT, grupo
instilado por TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa) (CHIABAI et
al., 2019).

5.1 O protocolo experimental otimizado induz colite cronica semelhante a doenga
de Crohn

Para avaliar a gravidade das lesbes causadas pela administracdo do TNBS intra-
retal, foi calculada a variacdo de perda de peso dos camundongos em porcentagem,
considerando 100% do peso no dia 0 do experimento (Figura 4). Durante a inducdo do
processo inflamatdrio intestinal, o grupo CN apresentou ganho de peso corporal e
manteve um peso constante e elevado ao do inicio do experimento. Em contraste, o grupo
TNBS apresentou variacdo de peso, principalmente apos as instilacdes de TNBS/etanol,
mostrando uma diferenca estatisticamente significativa nos dias seguintes a primeirae a

altima instilacdo, dias 10 e 25.
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Figura 4: Variagdo do peso corporal dos grupos CN e TNBS
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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. Os pontos no gréafico de curva representam as médias + EPM do
peso dos animais obtidos em gramas (g) dos diferentes grupos durante os 25 dias de experimento (n = 10
animais/grupo). A analise estatistica foi realizada com a ANOVA e o teste post-hoc de Sidak’s. ** p < 0,01.

Os camundongos foram eutanasiados no dia seguinte ao término do tratamento e
os cblons foram removidos e avaliados (Figura 5). O comprimento dos célons dos grupos
CN e TNBS apresentaram médias de 8,9 cm + 0,24 e 7,3 £ 0,3 respectivamente,

apresentando um encurtamento significativo no grupo que recebeu TNBS/etanol.

Figura 5: Comprimento do c6lon (cm) dos grupos CN e TNBS
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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. As barras representam as médias + EPM do comprimento do
colén dos animais expressos em centimetros (cm) dos diferentes grupos obtidos no final do experimento (n
=10 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada usando o teste t ndo pareado. ** p < 0,01.

Na analise histologica foi observado que o grupo CN apresentou achados

histologicos idénticos a animais normais, com preservacdo das camadas mucosa,
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submucosa e muscular externa. A camada mucosa com criptas de Lieberkihn (criptas
intestinais), lamina prépria 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 (Figuras 6A e 6B).

No grupo TNBS foi observado extensas areas de destruicdo tecidual se estendendo
profundamente até a muscular externa. Infiltrado inflamatorio presente a nivel de mucosa
e submucosa com predominio de células mononucleares e edema. A muscular da mucosa
apresentando destrui¢do. A camada muscular interna da muscular externa com espessura
reduzida (Figura 6C e 6D). Esse processo inflamatdrio do epitélio intestinal justifica um
agravamento dos sinais clinicos dos animais. O valor médio do score histoldgico do grupo

TNBS foi significativamente diferente em comparagdo com o grupo CN (Figura 7).

Figura 6: Fotomicrografias representativas de c6lon dos animais dos grupos experimentais CN e TNBS

Grupos experimentais: grupo controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina —CN (A e B)
e grupo instilado com TNBS e tratado com salina - TNBS (C e D). Muscular da mucosa (seta fina), muscular
externa (seta larga), infiltrado inflamatério (cruzeiro). A e B — H&E, objetiva 4x, A.T. x40. C e D H&E,
objetiva 10x, A.T. x100.
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Figura 7: Score histologico dos grupos CN e TNBS
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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. As barras representam as médias £+ EPM do score de dano
microscopico do colon dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8 animais/grupo). O indice de dano
microscdpico foi pontuado utilizando os critérios descritos na metodologia. A andlise estatistica foi
realizada usando o teste t ndo pareado. **** p < 0,00001.

5.2 O tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac::anti-TNFa) melhora os aspectos
macroscopicos da colite induzida por TNBS

A partir da validacdo do modelo de inducdo da colite crbnica, 0s experimentos
foram repetidos, desta vez fazendo uso do tratamento com L. lactis FnBPA+
(pValac::anti-TNFa). O primeiro parametro observado para a avaliar as lesdes causadas
pela administracdo do TNBS/etanol intra-retal foi a observacédo diaria do peso corporal
dos camundongos, calculada em porcentagem, considerando 100% do peso no dia 0 do
experimento (Figura 8). Os animais tinham 8 semanas de idade e o peso inicial variou de
20 a 23 gramas. Durante a inducéo da colite, 0 CN apresentou ganho de peso corporal e
manteve um peso constantemente elevado ao longo do experimento. Em contraste, 0s
grupos que receberam TNBS apresentaram variacdo de peso por dois dias apds as

aplicacdes do hapteno (dia 7, 14 e 21).
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Figura 8: Variacdo 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-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). Os
pontos no grafico de curva representam as médias = EPM do peso dos animais obtidos em gramas (g) dos
diferentes grupos durante os 25 dias de experimento (n = 6-8 animais/grupo).

Quando se iniciou o tratamento no dia 19, os animais tratados com L. lactis
FnBPA+ (pValac::anti-TNFa) apresentaram uma recuperacao do peso corporal, em que
nos dias 24 (98,66+2,10) e no dia 25 (99,13+3,01) foi verificado diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo que recebeu apenas a bactéria
invasiva (LL-F) (89,66+2,10 e 86,82+3,00, respectivamente). Nos dias finais do

experimento o grupo LL-F apresentou uma elevada perda de peso (Figura 9).
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Figura 9: Variacao 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-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis

FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). 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 andlise estatistica foi realizada com o teste
Anova e pds-hoc Tukey. Os asteriscos (*) do grafico representam a diferenca estatistica entre os grupos
LL-F e LL-FT. ** p < 0,01 e **** p < 0,00001.

Apds a eutanasia, o colon foi retirado e pesado para analise dos dados (Figura 10).
Apenas o0 grupo TNBS obteve um colon mais pesado (30,26 g £ 1,92), com diferenca
significativa com os demais grupos (CN: 17,65 g + 1,55; LL-F: 19,06 g = 2,8; LL-
FT:19,54 g #1,59).
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Figura 10: Peso do célon (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-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). As
barras representam as médias + EPM do peso do colon dos animais expressos em miligramas (mg) dos
diferentes grupos obtidos no final do experimento (n = 6-8 animais/grupo). A analise estatistica foi
realizada com o teste Anova e pés-hoc Tukey. ** p < 0,01.

Na analise do comprimento do c6lon 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 célon significativamente maior quando comparados ao grupo CN (9,03
cm £ 0,22). O grupo que recebeu o tratamento com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNF
a) (LL-FT), expressando média de 8,66 cm + 0,23, apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo TNBS, assemelhando-se ao comprimento do célon do
grupo normal (CN), demonstrando uma melhora no parametro desses animais (Figura
11).

Foi calculado o indice de atividade da doenga (IAD), o qual reflete os sintomas
macroscopicos da colite e auxilia na avaliacdo da funcionalidade do tratamento. O IAD
(Figura 12) estava aumentado nos grupos TNBS e LL-F, uma vez que o grupo CN
apresentou o score zerado, visto que ndo foi induzida nenhuma inflamacéo nesses
animais. O grupo LL-FT apresentou melhora significativa, com media de 0,75 + 0,36, em
relacdo aos controles positivos da doenga (TNBS = 7,33 + 0,42; LL-F =7,00 £ 1,0).
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Figura 11: Comprimento do c6lon (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-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FNnBPA+ (pValac:anti-TNFa). As
barras representam as médias £ EPM do comprimento do colén 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 <0,05e ** p < 0,01.

Figura 12: 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-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). As
barras representam as médias + EPM do score de dano macroscopico 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 anélise estatistica foi realizada com o teste Anova e p6s-hoc
Tukey. **** p < 0,00001.
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5.3 A arquitetura intestinal é restabelecida e a inflamacao intestinal é reduzida na
regido proximal do c6lon apds o tratamento com L. lactis FnBPA+
(pValac::anti-TNFa)

Os cortes histologicos de célon dos grupos experimentais nas regides proximal e
distal foram analisados pela coloracdo H&E, por meio dessa analise ao microscopico
oOtico, as amostras receberam notas para que se estabelecesse a realizacdo de um score
histoldgico da doenca (Tabela 4).

No corte da regido proximal, o grupo CN apresentou achados histolégicos idénticos
ao normal com preservacdo das camadas mucosa, submucosa e muscular externa. A
camada da mucosa manteve-se com criptas de Lieberkihn (criptas intestinais), lamina
prépria e muscular da mucosa bem preservadas, a camada submucosa delgada com
presenca de vasos sanguineos e a muscular externa com a camada circular interna e
longitudinal externa com caracteristicas conservadas (figuras 13A e 14A).

O grupo TNBS apresentou infiltrado inflamatorio de células mononucleares
presente a nivel de mucosa e muscular da mucosa, a camada submucosa ocorreu reducdo
do nimero de vasos sanguineos e espessamento da camada. A camada muscular externa
apresentou espessura reduzida (figura 13B e 14B).

No grupo LL-F a camada mucosa também demonstrou presenca de infiltrado
inflamatério de células mononucleares presente na lamina propria, ultrapassando
profundamente a muscular da mucosa e invadindo a camada submucosa. A camada
muscular externa apresentou espessura reduzida (figura 13C e 14C).

No grupo LL-FT a camada mucosa apresentou presenca de pouco infiltrado
inflamatdrio presente na lamina prépria com muscular da mucosa integra. A camadas
submucosa e muscular externa preservadas (figura 13D e 14D). O score histolégico da
regido proximal do célon demonstra que os grupos TNBS e LL-F apresentam um elevado
dano tecidual, e que o tratamento com LL-FT melhorou significativamente o dano

tecidual quando comparado aos grupos TNBS e LL-F (Figura 15).
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Figura 13: Fotomicrografias representativas da regido proximal do colon dos grupos experimentais

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+ (LL-F) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa)
(LL-FT) (D). Camada mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul) camada muscular externa (seta
amarela). A, B, C e D — H&E, objetiva 4x, A.T. x40.
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Figura 14: Fotomicrografias representativas de colon da regido proximal do célon dos grupos
experimentais

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+ (LL-F) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa)
(LL-FT) (D). Camada mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul) camada muscular externa (seta
amarela). A, B, C e D — H&E, objetiva 10x, A.T. x100.
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Figura 15: Score histoldgico da regido proximal
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Grupos experimentais: CN, controle negativo néo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo
instilado com TNBS e tratado com salina; LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). As
barras representam as médias + EPM do score de dano microscépico referente a regido proximal do colon
dos diferentes grupos experimentais (N = 6-8 animais/grupo). O indice de dano microscopico foi pontuado
utilizando os critérios descritos na metodologia. A analise estatistica foi realizada com o teste Anova e pds-
hoc Tukey. ** p < 0,01 e **** p < 0,00001.

No corte da regido distal do cdlon, o grupo CN apresentou preservacdo das
camadas mucosa, submucosa e muscular externa com caracteristicas histoldgicas
idénticas ao normal. Na camada mucosa, as criptas, glandulas intestinais, lamina propria
e muscular da mucosa estavam bem preservadas, a camada submucosa delgada com
presenca de vasos sanguineos e a muscular externa com as camadas circular interna e
longitudinal externa conservadas (Figuras 16A e 17A).

O grupo TNBS apresentou infiltrado inflamatorio presente a nivel de mucosa e
submucosa com predominio de células mononucleares. A camada mucosa demonstrou
destruicdo do epitélio de revestimento das glandulas intestinais e muscular da mucosa
destruida em algumas regides. Na camada submucosa ocorreu reducdo do nimero de
vasos sanguineos e espessamento da camada promovido pela presenca de infiltrado
celular mononuclear. A camada muscular externa apresentou reducéo da espessura (figura
16B e 17B).

No grupo LL-F a camada mucosa apresentou criptas e glandulas intestinais

preservadas, no entanto, uma muscular da mucosa descontinua em algumas regides. Na
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camada submucosa foi encontrado infiltrado inflamatério de células mononucleares. A
camada muscular externa apresentou espessura reduzida (Figura 16C e 17C).

No grupo LL-FT a camada mucosa demonstrou presenca de infiltrado
inflamatorio presente na ldmina prépria ultrapassando a muscular da mucosa
profundamente invadindo a camada submucosa. Infiltrado inflamatério com predominio
de células mononucleares. As glandulas intestinais estavam conservadas. A camada
muscular externa apresentou morfologia conservada (Figura 16D e 17D). O score
histopatologico da regido distal demonstra que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos (Figura 18).

Figura 16: Fotomicrografias representativas da regido distal do colon dos grupos experimentais

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+ (LL-F) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa)
(LL-FT) (D). Camada mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul) camada muscular externa (seta
amarela). A, B, C e D — H&E, objetiva 4x, A.T. x40.
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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+ (LL-F) (C) e grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa)
(LL-FT) (D). Camada mucosa (seta preta), camada submucosa (seta azul) camada muscular externa (seta
amarela). A, B, C e D — H&E, objetiva 10x, A.T. x100

Figura 18: Score histoldgico da regido distal

6 -

Score Histolégico
(regido distal)

0 T
CN TNBS LL-F LL-FT

Grupos experimentais: CN, controle negativo ndo instilado com TNBS e tratado com salina; TNBS, grupo
instilado com TNBS e tratado com salina; LL-F, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis
FnBPA+; LL-FT, grupo instilado com TNBS e tratado com L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). As
barras representam as médias + EPM do score de dano microscépico referente a regiéo distal do c6lon dos
diferentes grupos experimentais (N = 6-8 animais/grupo). O indice de dano microscopico 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
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As Dlls, que incluem a CU e a DC sdo doencas com incidéncia global, que vém
crescendo devido aos habitos ndo saudaveis adotados pela populacao e sdo caracterizadas
por uma inflamagdo cronica do trato gastrointestinal (NG et al., 2018; PODOLSKY,
2002). Apesar da etiologia das DllIs serem idiopaticas, sabe-se que a patogénese é
multifatorial, englobando predisposicdo genética, defeitos na barreira epitelial, resposta
imune alterada e fatores ambientais (DE MATTOS et al., 2015).

A DC geralmente é acompanhada por dor abdominal, vdmitos, diarreia,
sangramento retal e perda de peso, podendo ser observadas manifestagdes extra intestinais
(PARK et al., 2017). A doenca pode ser manifestada em todo trato gastrointestinal (TGI),
mantendo uma alternéncia em regides lesionadas e ndo inflamadas, além de comprometer
a espessura completa da parede intestinal, conhecido como leséo transmural (ROHR et
al., 2018).

Até 0o momento o TNF-, é a citocina pré-inflamatéria mais estudada como principal
alvo nas terapias para DIls em humanos. Dentre as terapias mais utilizadas, as que vém
ganhando maior destaque sdo as terapias bioldgicas, que apesar da alta eficicia a sua
administracdo, majoritariamente por via intravenosa, causa imunogenicidade e efeitos
colaterais graves, oriundos da aplicacao sistémica do anti-TNF « (GUBERNATOROVA;
TUMANOV, 2016).

Neste trabalho, propusemos uso da bactéria L. lactis, uma bactéria lactica de
classificacdo GRAS seguramente utilizada para entrega de proteinas, para entregar um
cassete de expressdo eucaridtica da molécula de anti-TNFao na forma de scFv, com o
propdsito de restringir a terapia somente no sitio de inflamacdo, sem atingir niveis
sistémicos de acdo e como consequéncia, minimizar os efeitos colaterais. A utilizacdo de
fragmentos de anticorpos no formato scFv possibilita uma melhor penetrabilidade e néo
demanda modificacGes pos-traducionais, como a glicosilacdo (BRIGIDO et al., 1993).

Para tanto, utilizamos o modelo de colite induzida por TNBS, em camundongos
da linhagem BALB/c. Uma Unica administracdo do TNBS leva ao desenvolvimento de
uma resposta imune excessiva mediada por células, refletida pela inflamagéo aguda do
tipo Thl. Esse fendtipo da inflamacéo inclui uma infiltragdo densa de tecido coldnico
pelas células T CD4+ e a secrecdo de vérias citocinas pré-inflamatorias atuantes na
inflamacdo, incluindo o TNF-a, e, logo, esse modelo foi especificamente relacionado a
doenca de Crohn em humanos (DA SILVA, et al., 2010; RANDHAWA 2014;
ANTONIOU et al.,, 2016). A administragdo intracolénica de TNBS / etanol em

camundongos induz uma inflamacéo caracterizada por diarreia, podendo haver presenca
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de sangue e uma dréastica perda de peso corporal durante a primeira semana (ANTONIOU
etal., 2016).

Dentro de 2 horas apds a instilagdo com TNBS inicia-se a infiltracdo de células
inflamatorias no tecido, e apds 48 horas o0s sinais tipicos de inflamagéo crénica comegam
a se desenvolver (CHEON et al., 2012; RANDHAWA et al., 2014). A estratégia de
utilizacdo de repetidas administragdes do TNBS com aumento de doses tem se mostrado
eficaz em varios estudos para investigar a colite cronica por TNBS (WIRTZ et al., 2017).
A linhagem de camundongos escolhida foi a BALB/c, por ser mais sensivel a inflamacéo
intestinal por TNBS e sem potencial de evolucao para a cura espontanea (RANDHAWA
etal., 2014).

Dada a importancia dos estudos sobre as DIIs, é necessario desenvolver e otimizar
protocolos que sirvam como ferramentas para estudar a doenca em modelos animais, para
isso optamos por testar um protocolo de inducdo de colite crénico com tempo de
experimentacdo reduzido de 25 dias com trés instilacbes de TNBS/etanol, dado que o
protocolo na literatura utiliza um periodo de 45 dias com seis instilacbes de TNBS/etanol
(WIRTZ et al., 2017).

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, como: perda de peso, diarreia,
presenca de sangue nas fezes e prolapso retal (JONES-HALL et al., 2014). Os
camundongos do grupo TNBS tiveram uma grande variacdo do peso corporal ao longo
do experimento, apresentando uma consideravel perda de peso, como observado em
outros trabalhos que estudaram a colite induzida por TNBS (LEBLANC et al., 2011;
AVILA-ROMAN etal., 2017). A perda de peso é um sintoma comum nos individuos com
DC que é decorrente do comprometimento epitelial, alteracdo da absor¢do e secrecdo de
fluidos e eletrolitos e aumento da permeabilidade da mucosa (CHASSAING;
DARFEUILLE-MICHAUD, 2011).

O comprimento do célon apresentou diferenca significativa entre os grupos, como
esperado pois o encurtamento do célon 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).

O grupo TNBS apresentou achados histologicos semelhantes a mucosa intestinal
inflamada dos pacientes com DC. O grupo CN apresentou aspecto saudavel com toda

arquitetura intestinal preservada, e em contraste, no grupo TNBS foi observado lesdes
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inflamatdrias transmurais que envolvem toda a parede intestinal com infiltracdo de células
imunes, edema da parede intestinal, perda de células caliciformes, e eros6es difusas, como
também observados por Padua e cols. (2016).

O TNBS entrando em contato com as células epiteliais promove uma inflamagéo
da mucosa, caracterizada por uma infiltracdo densa de células T e macro6fagos em toda
parede intestinal (NEURATH et al., 2017; WIRTZ et al., 2017). O infiltrado inflamatério
encontrado nas nossas andlises foi de células mononucleares e ndo de neutrofilos,
confirmando que nosso modelo induziu uma colite cronica, dado que as células
mononucleares, como macréfagos e linfocitos sdo atuantes na inflamacao crénica.

No segundo experimento, desta vez com a insercao dos grupos tratados com as L.
lactis recombinantes, observamos que os animais dos grupos que receberam as instilagoes
com TNBS/etanol tiveram uma perda de peso consideravel, principalmente o grupo LL-
F, provavelmente o agravamento da perda de peso se deve ao fato da utilizacdo de L.
lactis contendo FnBPA, que é uma invasina inflamatéria (VELOSO et al., 2013;
CHIABAI et al., 2019).

Apos o inicio do tratamento, os animais do grupo LL-FT demonstraram uma
recuperacdo na perda de peso corporal significativa nos dias 24 e 25, comparados ao
grupo LL-F. A perda de peso corporal é causada tanto pelos efeitos marcantes do préprio
TNBS no intestino (diarreia e, talvez, reducdo adicional da absorcdo de liquidos), e
também consequéncia da resposta inflamatéria (ANTONIOU et al., 2016), dessa forma o
nosso tratamento com (pValac:anti-TNFa) demonstrou diminuir essa inflamacéo local a
ponto de melhorar os parametros de perda de peso.

O comprimento do célon é um parametro que reflete a inflamacdo intestinal, ou
seja, quanto mais encurtado o c6lon, mais inflamado encontra-se o tecido. Os grupos LL-
F e TNBS demonstraram um cdlon significativamente mais curto comparado ao grupo
CN, indicando o grau de inflamacdo dos animais destes grupos. Estudos mostram que o
TNBS causa inflamacdo grave, manifestada por célons encurtados, espessados e
eritematosos (JEONG et al., 2012). O nosso tratamento com pValac::anti-TNFo foi capaz
de recuperar o encurtamento do colon (figura 6), corroborando com os achados obtidos
por Chiabai e cols. (2019) utilizando a mesma bactéria em um modelo de colite induzida
por DSS.

Outro parametro que reflete a inflamacéo intestinal € o peso do célon, pois quanto

maior o edema e infiltrado inflamatorio maior o indice do parametro analisado, mas
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apenas o0 grupo TNBS apresentou um aumento significativo no peso do colon, tal fato
pode acontecer devido a resposta individual de cada organismo e/ou tamanho do animal.

Compativel com a literatura, nossas observagoes realizadas ao longo dos 25 dias
de experimento registraram que apos dois dias das instilagdes de TNBS/etanol, os animais
comecam a apresentar piloerecdo, diarreia, perda de peso e diminui¢do dos movimentos,
como descritos por Antoniou e cols. (2016), essas caracteristicas apontam para um
agravamento da doenca nos animais e ficam mais evidentes apds a Ultima instilacdo,
chegando a causar prolapso retal nos animais dos grupos TNBS e LL-F (dados néo
mostrados).

Com o proposito de analisar o efeito do tratamento com a melhora dos sintomas
da colite induzida, foi utilizado o IAD, que é um score macroscopico que pontua
consisténcia das fezes, presenca de sangue e perda de peso, ou seja, quanto maior o IAD
mais sintomatico estd o animal e, em teoria, mais inflamacdo intestinal o animal tem.
Desse modo, o IAD mostrou que o grupo LL-FT teve uma melhora estatisticamente
significativa, corroborando com os resultados encontrados em relagéo a recuperagéo do
peso corporal e do comprimento do co6lon, observado na figura 10 e 11.

No modelo de colite que reproduzimos, o célon dos animais nédo tratados (CN) nas
duas regides estudadas apresentou-se com aspecto normal, com toda arquitetura
histoldgica preservada, por outro lado o score histopatoldgico retratou danos histolégicos
observados nos animais dos grupos controle da colite (TNBS e LL-F) os quais tiveram
caracteristicas de inflamacdo induzida por TNBS em murinos, como infiltrado
inflamatdrio, edema, diminuicdo das glandulas intestinais e lesdes nas camadas na parede
intestinal.

Os achados na regido proximal dos animais que receberam LL-FT (Figura 8D e
9D) apresentaram uma recuperacao na arquitetura intestinal e manutencéo da barreira da
mucosa. A manutencdo da mucosa é necessaria para que se mantenha a homeostase
intestinal, qualquer alteracdo na fungdo da barreira mucosa promove a exposi¢do ao
conteddo luminal e desencadeia uma resposta imunologica (MICHIELAN; D'INCA,
2015; SANCHEZ DE MEDINA et al., 2014).

A acdo do TNF-a se da a partir da ativagéo do fator de transcricdo NF-kB, que
ativa a transcrigdo de varios genes envolvidos nas DllIs, inclusive o proprio TNF-a, e
quando ativado de forma crbnica induz a apoptose das células das criptas intestinais
(WONG et al., 2020). Nesse contexto, a melhora nos achados histologicos do grupo que

recebeu o tratamento com pValac::anti-TNFa esta associada com a sobrevivéncia das
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células da lamina propria, e uma diminuicdo do infiltrado inflamatorio, 0 mesmo foi
observado por Vandenbroucke e cols. (2010) com a administracdo de nanocorpos anti-
TNFa secretados por L.lactis. Além disso, Chiabai e cols. (2019) demonstraram que a
administracdo de L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa) no modelo de colite por DSS foi
capaz de diminuir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e regular a expressao de TJs,
mantendo assim, a integridade da permeabilidade intestinal que impede a translocacéo de
antigenos luminais para a lamina prépria e consequentemente a destrui¢do da camada da
mucosa.

Na regido distal foi observado que os grupos TNBS e LL-F apresentaram achados
histologicos semelhantes com os encontrados na regido proximal. Por outro lado, a
administracdo de L. lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNFa) ndo foi capaz de causar uma
melhora significativa nessa regido, ainda assim o tratamento apresentou efeito protetor
camada muscular externa devido a auséncia de edema e preservacdo das glandulas
intestinais.

Observamos que 0 nosso tratamento é mais eficaz na regido proximal, pois o score
histoldgico aponta melhora significativa no grupo de animais tratados com L. lactis
FnBPA+ (pValac:anti-TNFa). Tal observacdo pode estar vinculada a possibilidade de
maior interacdo de L. lactis com a camada de células da mucosa devido a camada de muco
mais delgada com predominio no colon ascendente (proximal). Os efeitos anti-
inflamatorios de L. lactis FNBPA+ (pValac:anti-TNFa) dependem da sua internalizagdo
pelas células epiteliais ou fagociticas. Logo, quanto mais espesso for a camada de muco,
menor a interacdo e internalizacdo de L. lactis (AMIDON; BROWN, DAVE, 2015).

Por fim, é interessante ressaltar que a administracdo da L. lactis FnBPA+
(pValac:anti-TNFa) mesmo nédo sendo capaz de induzir a cura da colite, foi fundamental
para a recuperacdo dos animais devido a expressdo local do fragmento de anticorpo anti-
TNF, visto que a administracdo da L. lactis FnBPA ocasionou em alguns parametros o

agravamento da doenga.
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Por meio deste trabalho, utilizamos um modelo adaptado de indugéo da colite
experimental cronica com um periodo de experimentacdo reduzido comparado aos
encontrados na literatura, que foi capaz de desenvolver as caracteristicas histolégicas de
tecidos com colite cronica, para que fosse testado o tratamento com uma linhagem de L.
lactis recombinante carreadora de um vetor de expressdo eucaridtica para anti-TNF-a.

As terapias anti-TNF-a estdo sendo cada vez mais utilizadas no tratamento de Dlls
em humanos, o que acarreta também elevados custos aos servi¢os de satde e diminuicao
da qualidade de vida dos pacientes, que sofrem recorrentes efeitos colaterais decorrentes
do uso sistémico destes bloqueadores de anti-TNF-o. Por isso, estratégias baseadas na
entrega local por L. lactis, que é resistente as grandes variacbes de pH do trato
gastrointestinal, € uma boa estratégia para a producdo de anticorpos terapéuticos
diretamente no intestino destes pacientes.

Com base nos dados apresentados, podemos observar que o uso da Lactococcus
lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNFa) aparentemente realizou um papel
imunomodulador na resposta a inflamacdo induzida por TNBS, visto que apresentou
melhora nos pardmentro macroscopicos e histolégicos, podendo ser considerada uma
estratégia alternativa para manter o equilibrio anti-inflamatorio e pré-inflamatério do TGl
de pessoas afetadas pela DC.

Portanto, essa linhagem demonstrou ser capaz de liberar o plasmideo em
quantidade adequada, de modo que a ORF da proteina scFv anti-TNF- o pudesse ser
transcrita, traduzida e secretada pelas células hospedeiras em niveis suficientes para
alterar o ambiente intestinal. Apesar disso, é necessario a continuacdo desse estudo para
elucidar os perfis de citocinas e de expressdo génica envolvidas nos mecanismos do

modelo experimental e tratamento proposto.
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