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RESUMO 

As doenças inflamatórias intestinais (IBDs) compreendem um conjunto de distúrbios que 

afetam o trato gastrointestinal. As IBDs abrangem, essencialmente, duas enfermidades: a 

doença de Crohn (CD) e a colite ulcerativa (UC), que são caracterizadas por uma inflamação 

crônica e recorrente da mucosa. Além disso, uma das principais complicações associadas à CD 

é o desenvolvimento de fibrose, resultante do acúmulo excessivo de colágeno nos tecidos 

intestinais. O tratamento, geralmente, é realizado com aminossalicilatos, corticosteroides, 

imunomoduladores, terapias biológicas, antibióticos e cirurgia, contudo, está atrelado à vários 

efeitos adversos. Em vista desse problema, há necessidade de se desenvolver tratamentos mais 

eficientes aos pacientes com CD. Assim, as proteínas do choque térmico (HSPs) podem ser 

uma alternativa, haja vista que são consideradas antígenos importantes na regulação das células 

T efetoras. Logo, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial imunomodulatório da 

linhagem invasiva e produtora de Hsp65 [L. lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65)] 

em modelos murinos de colite aguda e crônica, como uma estratégia terapêutica alternativa 

contra a CD experimental. Para tal, o plasmídeo pXYCYT:Hsp65 foi transformado na linhagem 

L. lactis NCDO2118 FnBPA+, resultando na linhagem L. lactis NCDO2118 FnBPA+ 

(pXYCYT:Hsp65). Em seguida, a funcionalidade dessa linhagem foi avaliada, in vitro, para a 

produção de Hsp65 por Western blotting e para invasão em células Caco-2. Os resultados 

demonstraram que a linhagem foi capaz de produzir Hsp65 e invadir eficientemente células 

eucarióticas. Posteriormente, in vivo, a colite experimental foi induzida em camundongos 

BALB/c pelo ácido trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) e o tratamento realizado oralmente com 

L. lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65) por gavagem intragástrica. A administração 

oral dessa linhagem recombinante foi capaz de atenuar a severidade da colite aguda, por meio, 

principalmente, da redução dos níveis de IL-12 e IL-17 e aumento dos níveis de IL-10 e de 

sIgA. Em seguida, essa linhagem também foi capaz de melhorar a colite crônica (inflamação e 

fibrose), através da regulação das citocinas pró-fibróticas IL-13 e TGF-β e da citocina 

regulatória IL-10. Finalmente, este trabalho constitui uma abordagem inovadora e promissora 

para o tratamento alternativo da CD experimental, utilizando a imunidade de mucosas e a 

imunomodulação para restaurar a homeostase intestinal dessa IBD.  
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ABSTRACT 

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are a set of disorders that affect the gastrointestinal tract. 

IBDs essentially comprise two diseases, Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), 

which are characterized by chronic and recurrent inflammation of the mucosa. In addition, one 

of the main complications of CD is the development of fibrosis, which results from excessive 

accumulation of collagen in the intestine layers. The treatment is usually performed with anti-

inflammatory drugs, immunosuppressants, antibiotics, biological drugs and surgery, but these 

treatments are linked to several adverse effects. In view of this problem, there is a need to 

develop more effective treatments for patients with CD. Thus, heat shock proteins (HSPs) might 

serve as an alternative treatment because these antigens play important roles in the regulation 

of effector T cells. Therefore, the present study aimed to evaluate the immunomodulatory 

potential of the invasive and Hsp65-producing strain [L. lactis NCDO2118 FnBPA+ 

(pXYCYT:Hsp65)] in murine models of acute and chronic colitis as an alternative therapeutic 

strategy against experimental CD. For this, the pXYCYT:Hsp65 plasmid was transformed into 

the L. lactis NCDO2118 FnBPA+ strain, resulting in the L. lactis NCDO2118 FnBPA+ 

(pXYCYT:Hsp65) strain. Then, the functionality of the strain was evaluated in vitro for Hsp65 

production by Western blotting and for invasion into Caco-2 cells. The results demonstrated 

that the strain was able to produce Hsp65 and efficiently invade eukaryotic cells. Subsequently, 

in vivo, experimental colitis was induced by trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) in BALB/c 

mice, and the mice were treated orally with L. lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65) 

via intragastric gavage. Oral administration of the recombinant strain was able to attenuated the 

severity of acute colitis by mainly reducing IL-12 and IL-17 levels and increasing IL-10 and 

sIgA levels. Next, this strain was also able ameliorated chronic colitis (inflammation and 

fibrosis) through regulation of the pro-fibrotic cytokines IL-13 and TGF-β and the regulatory 

cytokine IL-10. Finally, this work describes an innovative and promising approach for 

alternative treatment of experimental CD using mucosal immunity and immunomodulation to 

restore the intestinal homeostasis of this IBD. 
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1 APRESENTAÇÃO 

1.1 DELINEAMENTO DA TESE 

Este manuscrito será composto, primeiramente, por uma Revisão de Literatura sobre as 

doenças inflamatórias intestinais, as proteínas de choque térmico e as bactérias do ácido láctico. 

Em relação as bactérias lácticas, será apresentado, mais especificamente, a bactéria láctica 

modelo Lactococcus lactis, como veículo para a entrega de novas estratégias terapêuticas às 

mucosas. Após a Revisão literária, será apresentada as Justificativas para a realização deste 

trabalho, assim como os Objetivos Gerais e Específicos pretendidos com este estudo.   

 

Na sequência, os Resultados obtidos serão apresentados em duas versões, sendo: a) um 

artigo científico publicado na revista Journal of Applied Microbiology (JAM – Fator de Impacto 

2.683); e, b) um artigo científico sob revisão na revista Scientific Reports (Fator de Impacto 

3.998). Desta forma, as seções de Material e Métodos e Discussão foram suprimidas e as 

informações relacionadas à essas seções serão apresentadas nas versões dos artigos. O artigo 

publicado na JAM, descreve a construção da linhagem invasiva e produtora de Hsp65 [L. lactis 

NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65)], bem como a sua funcionalidade in vitro e a 

capacidade anti-inflamatória em modelo murino de colite aguda, induzida quimicamente pelo 

ácido TNBS. No segundo artigo, será apresentado o potencial anti-inflamatório e antifibrótico 

dessa linhagem recombinante em modelo de colite crônica, também induzida por TNBS. Esses 

modelos experimentais mimetizam aspectos fundamentais da doença de Crohn em seres 

humanos, como: o perfil de resposta imune inflamatória e a fibrose intestinal. 

 

Posteriormente, serão apresentadas as Conclusões, as Perspectivas e as Referências 

consultadas para a elaboração deste manuscrito. Finalmente, nos Anexos, serão apresentadas 

três colaborações em artigos científicos e duas participações em capítulos de livros, ambas 

desenvolvidas e publicadas pela equipe do Laboratório de Tecnologia Genética – TecnoGen – 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 DOENÇAS INFLAMATÓRIAS INTESTINAIS 

Comumente conhecidas como IBDs, as doenças inflamatórias intestinais referem-se, 

principalmente, a duas desordens: a doença de Crohn (CD, do inglês, Crohn’s Disease) e a 

colite ulcerativa (UC, do inglês, Ulcerative Colitis). Ambas as enfermidades se caracterizam 

por uma inflamação idiopática crônica e recidivante da mucosa do trato gastrointestinal (GIT, 

do inglês, Gastrointestinal Tract) (FOERSCH; WALDNER; NEURATH, 2013).  

 

As IBDs representam um importante problema de saúde pública mundial, ocorrendo de 

maneira mais drástica em países desenvolvidos (MOLODECKY et al., 2012). Essas doenças, 

afetam, aproximadamente, 1,5 milhão de pessoas na América do Norte e 3,2 milhões de pessoas 

na Europa  (NG et al., 2017; ANANTHAKRISHNAN; KAPLAN; NG, 2020). 

   

Ademais, em países subdesenvolvidos a incidência e a prevalência são menores, 

contudo, nas últimas décadas, a prevalência na América Latina, incluindo o Brasil, tem 

aumentado notavelmente (KAPLAN, 2015; QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019). Estudos 

brasileiros relataram uma prevalência no número de casos por 100.000 habitantes de: 22,6 em 

Botucatu/São Paulo (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009); 12,8 no Piauí (PARENTE et al., 

2015); 38,2 no Espírito Santo (LIMA MARTINS; VOLPATO; ZAGO-GOMES, 2018); e 52,6  

em São Paulo (GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018). 

  

Esses estudos também mostraram que as IBDs são mais comuns nas regiões mais 

desenvolvidas do Brasil, como o Sudeste (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009; LIMA 

MARTINS; VOLPATO; ZAGO-GOMES, 2018; GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 

2018), em relação às regiões com menor índice de desenvolvimento, como o Nordeste 

(PARENTE et al., 2015). Além disso, o Sudeste possui um estilo de vida mais semelhante aos 

países desenvolvidos, com uma dieta ocidental e influências genéticas, já que a população é 

parcialmente composta por imigrantes europeus e seus descendentes (QUARESMA; 

KAPLAN; KOTZE, 2019). 
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Tais distúrbios intestinais, acometem indivíduos jovens, entre 15 e 40 anos  

(NEURATH, 2014), podendo ter impactos sociais em sua qualidade de vida e econômicos 

significativos pela ausência ao trabalho (FRÓES et al., 2018; PARRA et al., 2019). As IBDs 

afetam ambos os sexos, no entanto, alguns estudos relataram uma maior tendência, no número 

de casos, no sexo feminino (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009; PARENTE et al., 2015; 

GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018). 

 

Embora a etiopatogenia não esteja totalmente elucidada, acredita-se que vários fatores 

contribuam para o desencadeamento da inflamação da mucosa intestinal, tais como: a genética, 

a imunologia, o microbioma e o meio ambiente (Figura 1) (ANANTHAKRISHNAN, 2015). 

Desse modo, a manifestação clínica das IBDs ocorrem em indivíduos geneticamente 

predispostos que apresentam uma resposta imunológica anormal à microbiota intestinal após a 

exposição aos estímulos ambientais (PONDER; LONG, 2013; KAPLAN, 2015).  

 

Figura 1 – As interações entre a genética, a imunologia e a microbiota do hospedeiro, bem como a 

exposição ambiental levam ao desenvolvimento das IBDs. 
 

 

Fonte: Adaptado pela autora de acordo com a bibliografia estudada (ANANTHAKRISHNAN, 2015). 
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No que se refere aos aspectos genéticos, por meio de estudos de associação genômica 

(GWAS, do inglês, Genome-Wide Association Studies) foram identificados mais de 230 alelos 

de risco associados com as IBDs (TURPIN et al., 2018). Ademais, esses alelos estão localizados 

em genes que estão envolvidos, mais especificamente, na resposta imune ao microbioma 

intestinal. Por exemplo, mutações nos genes NOD2, ATG16L1 e LRRK2 diminuem a secreção 

de peptídeos antimicrobianos pelas células de Paneth; mutações em CLEC7A e CARD9 estão 

associadas à diminuição da abundância de espécies de Lactobacillus, devido ao reconhecimento 

imune alterado pelas células dendríticas (DCs, do inglês, Dendritic Cells) e pelos macrófagos; 

mutações em NOD2 estão relacionadas também com o aumento da abundância de espécies de 

Escherichia e Bacteroides vulgatus e a diminuição das espécies de Faecalibacterium (JOSTINS 

et al., 2012; COHEN et al., 2019). Além disso, uma sinalização prejudicada por ATG16L1 está 

associada com o aumento da produção das imunoglobulinas IgG e IgA contra a microbiota 

comensal, resultando assim, na perda da tolerância à microbiota intestinal; e, polimorfismos 

nos genes de MHC II ou HLA afetam a produção de IgA em resposta à microbiota. Por fim, 

defeitos na produção de muco, devido a mutações nos genes MUC5AC e MUC6, alteram o 

microbioma intestinal e aumentam a suscetibilidade à colite (COHEN et al., 2019).  

 

As alterações imunológicas, dos portadores das IBDs, caracterizam-se por uma ativação 

descontrolada das células imunes intestinais que culminam na natureza progressiva e destrutiva 

dessas patologias (NEURATH, 2019; RODA et al., 2020). Além disso, a CD é associada a uma 

resposta de perfil imune Th1 e Th17, mediado, predominantemente, pela secreção das citocinas 

IFN-γ e TNF-α, enquanto a UC é mediada por células Th2, Th9 e Th17 que produzem IL-5, IL-

9 e IL-13 (TOMASELLO et al., 2014; NEURATH, 2017). Enfim, o aumento de citocinas 

produzidas pelas células T regulatórias (Tregs), como IL-10 e TGF-β, contribuem para melhoria 

do quadro inflamatório das IBDs (VASOVIC et al., 2016; SCHETT; NEURATH, 2018). 

 

Em relação ao microbioma, sabe-se que em caso de disbiose, o desenvolvimento da 

inflamação está frequentemente associado com distúrbios quantitativos e qualitativos da 

biodiversidade microbiana (TOMASELLO et al., 2014; LLOYD-PRICE et al., 2019). Desse 

modo, pacientes com IBDs, apresentam uma redução da diversidade de filos e gêneros 

bacterianos, como: Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacillus e Eubacterium (HOLD et al., 

2014; MENTELLA et al., 2020). E, um aumento da família Enterobacteriaceae, assim como: 

Enterococcus e E. coli na CD e UC (TURPIN et al., 2018). Finalmente, quanto à composição 

da microbiota, tem-se notado um aumento das espécies anaeróbias facultativos, como: E. coli, 
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Fusobacterium varium e Enterococcus faecalis em relação aos anaeróbios obrigatórios, como: 

Clostridium e Faecalibacterium prausnitzii (OKA; SARTOR, 2020). 

 

Os fatores ambientais contribuem para o desenvolvimento das IBDs, como também 

atuam agravando os seus sintomas. Dentre esses fatores, pode-se citar: o tabagismo, a dieta e 

os hábitos de higiene na infância (PONDER; LONG, 2013; ANANTHAKRISHNAN, 2015). 

O tabagismo, por exemplo, aumenta o risco de desenvolver a CD, assim como o risco de cirurgia 

precoce e recorrência pós-operatória; e a cessação do tabagismo melhora o seu prognóstico 

(KAPLAN, 2015; ANANTHAKRISHNAN; KAPLAN; NG, 2020). Ainda, no mundo 

ocidental, as dietas ricas em gorduras saturadas e pobres em fibras estão associadas às IBDs 

(GREEN et al., 2019). E, a hipótese da higiene, postula que, em sociedades urbanizadas, as 

crianças têm menos exposição aos microrganismos ambientais, desse modo, maior chance de 

que infecções, na vida adulta, desencadeiem uma resposta imune anormal no hospedeiro 

(SELVARATNAM et al., 2019). Essa resposta imunológica desregulada, consequentemente, 

resultaria no desenvolvimento de uma inflamação no GIT, como a CD (RODA et al., 2020). 

2.1.2 Doença de Crohn 

A CD tem uma incidência próxima de 12,7 na Europa, 5 na Ásia e no Oriente Médio e 

20,2 na América do Norte e, por conseguinte, uma prevalência de 322 na Europa e 219 na 

América do Norte por 100.000 habitantes (MOLODECKY et al., 2012). O Brasil, infelizmente, 

não dispõe de dados epidemiológicos consistentes, devido à dificuldade de diagnóstico, bem 

como da carência de informações confiáveis e unificadas. No entanto, sabe-se por meio de 

relatos regionais que há um aumento da incidência e da prevalência da CD no país (VICTORIA; 

SASSAK; NUNES, 2009; LIMA MARTINS; VOLPATO; ZAGO-GOMES, 2018; 

GASPARINI; SASSAKI; SAAD-HOSSNE, 2018; QUARESMA; KAPLAN; KOTZE, 2019).  

 

A título de exemplo, estudos brasileiros relataram uma incidência e prevalência, 

respectivamente, de: 3,5 e 5,65 em Botucatu, no centro-oeste de São Paulo (VICTORIA; 

SASSAK; NUNES, 2009); 5,3 e 14,1 no Espírito Santo (LIMA MARTINS; VOLPATO; 

ZAGO-GOMES, 2018); 6,14 e 24,3 em São Paulo (GASPARINI; SASSAKI; SAAD-

HOSSNE, 2018) por 100.000 habitantes. Ademais, trabalhos também revelaram que essa 
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enfermidade apresenta uma maior incidência na população branca e parda do que na população 

amarela e negra (VICTORIA; SASSAK; NUNES, 2009; SCHOFFEN; PRADO, 2011). 

 

A CD é uma síndrome que acomete, mais frequentemente, indivíduos com menos de 30 

anos, afetando, adolescentes e adultos (RODA et al., 2020); no entanto, casos em crianças têm 

sido descritos (SUNDQVIST et al., 2019). Essa doença pode afetar qualquer parte do GIT, não 

obstante, as regiões mais afetadas do intestino, são: o íleo terminal, o ceco, o cólon e a região 

perianal (BOUMA; STROBER, 2003). A inflamação é salteada, caracterizando-se pela 

presença de segmentos de intestino normal com regiões afetadas, e a histologia é transmural, 

afetando todas as camadas da parede intestinal (NEURATH, 2014).  

 

O sintoma principal dessa doença é a dor abdominal associada à diarreia, febre, fadiga, 

perda de peso e enfraquecimento devido à dificuldade na absorção de nutrientes (TORRES et 

al., 2017; BALESTRIERI et al., 2020). Além disso, uma das principais complicações da CD é 

o desenvolvimento de fibrose, caracterizada pelo acúmulo excessivo de matriz extracelular rica 

em colágeno nos tecidos do intestino (ROGLER; HAUSMANN, 2017; LIAN et al., 2018). A 

fibrose intestinal relacionada à CD, ocorre em 30-50% dos pacientes, podendo causar sérios 

danos, como: estenose, fístula ou abscessos (LI; KUEMMERLE, 2014; CURCIARELLO; 

DOCENA; MACDONALD, 2017). Ademais, a fibrose é responsável por 75% das ressecções 

cirúrgicas, na primeira década, após o seu diagnóstico clínico (YUN; KIM; KIM, 2019). 

 

A severidade da doença pode variar de leve à severa e o tratamento médico é realizado 

a fim de diminuir a inflamação anormal do GIT e também aliviar os sintomas gerais. Apesar 

disso, o objetivo principal é alcançar a remissão da doença e mantê-la pelo maior tempo possível 

(AKOBENG et al., 2016). Assim, dentre os medicamentos utilizados para esses propósitos, 

encontram-se: aminossalicilatos, corticosteroides, imunomoduladores, terapias biológicas e 

antibióticos (SOBRADO et al., 2016).  

 

Dentre os aminossalicilatos, a sulfassalazina e a mesalazina atuam no revestimento 

intestinal e diminuem a inflamação (COWARD et al., 2017). Os corticosteroides, como a 

predizolona e a budesonida tem ação anti-inflamatória rápida e não devem ser usados 

cronicamente (YLISAUKKO-OJA et al., 2019). Em meio aos imunomoduladores,  a 

azatioprina, 6-mercaptopurina, metotrexano, ciclosporina e tacrolimus atuam suprimindo a 

resposta imune do hospedeiro para que não causem uma inflamação contínua (CHANDE; 
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TSOULIS; MACDONALD, 2013; NEURATH, 2017). Nas terapias biológicas, o infliximabe 

e o adalimumabe são anticorpos monoclonais, anti-TNF, que suprimem a inflamação intestinal 

(NEURATH, 2019). E, os antibióticos, como o metronidazol e o ciprofloxacino são usados 

quando ocorrem infecções com abscessos e fístulas na região anal (NITZAN et al., 2016).  

 

Conforme exposto acima, existe uma infinidade de compostos farmacêuticos 

disponíveis para o tratamento da CD, todavia, estão associados a sérios efeitos adversos, como 

por exemplo: dor de cabeça, diarreia e náuseas; o que contribui para reduzir a adesão do 

paciente e piorar sua condição de saúde (FAKHOURY et al., 2014). Existe, ainda, o tratamento 

cirúrgico por meio de ressecção ou enteroplastia para os casos em que ocorre complicações, 

tais como: estenose, abscesso, fístula, hemorragia ou câncer; ou quando é caracterizado a 

intratabilidade clínica (SOLINA et al., 2016; SAPCI; GORGUN, 2019). 

 

Devido a CD se tratar de uma IBD multifatorial, será abordado a seguir, mais 

detalhadamente, os aspectos da imunidade inata e adaptativa relacionadas à inflamação 

intestinal aguda e crônica dessa enfermidade. Dessa forma, uma barreira intestinal defeituosa, 

associada à disbiose microbiana induz a um acúmulo e a uma ativação de células imunes locais, 

resultando na secreção de citocinas pró-inflamatórias que substituem os sinais anti-

inflamatórios e causam uma inflamação intestinal crônica (Figura 2) (NEURATH, 2019). 

 

Figura 2 – Células imunes e citocinas nas IBDs. 
 

 

Fonte: Adaptado pela autora de acordo com a bibliografia estudada (NEURATH, 2017). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1usea
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A inflamação intestinal se inicia com as células apresentadoras de antígenos (APCs, do 

inglês, Antigen Presenting Cell), como: macrófagos e DCs, secretando a interleucina pró-

inflamatória IL-12 (EFTYCHI et al., 2019). Inclusive, a IL-12 é considerada a principal citocina 

da resposta imune Th1 e identificada, na literatura, como sendo a mediadora central da colite 

humana (STROBER; FUSS, 2011). Posteriormente, a IL-12 leva à ativação das células Th1, 

que por sua vez, iniciam a secreção de outras citocinas pró-inflamatórias, como: IFN-γ, TNF-α 

e IL-6 (ATREYA; NEURATH, 2018). Vale ressaltar, ainda, que TNF-α e IL-6 são importantes 

mediadoras da inflamação crônica na colite (LAWRANCE et al., 2017; NEURATH, 2019). 

 

Além disso, uma resposta de perfil Th17 também tem sido associada com a CD 

(ATREYA; NEURATH, 2018). Desse modo, durante a progressão inflamatória, o aumento da 

citocina IL-23, sintetizada por células mielóides e pelos neutrófilos, levam à ativação das 

células Th17. Além disso, IL-23 também ativa as células linfóides inatas do tipo 3 (ILC3, do 

inglês, Type 3 Innate Lymphoid Cells), que induzem a secreção de IL-17A, IL-17F e IL-22 

(NEURATH, 2019). Ademais, a IL-23 causa a inflamação crônica do cólon em resposta ao 

comprometimento da barreira epitelial intestinal (EFTYCHI et al., 2019). 

 

A IL-13 é uma citocina de perfil imune Th2 com efeitos pleiotrópicos. E, é produzida 

por uma variedade de tipos celulares, tais como: células Th2 CD4+, células linfóides inatas do 

tipo 2 (ILC2), eosinófilos, mastócitos, basófilos e células NK (CURCIARELLO; DOCENA; 

MACDONALD, 2017). Além disso, é uma importante indutora de fibrose em doenças 

autoimunes crônicas, como a CD (RIEDER; FIOCCHI, 2009; GIUFFRIDA et al., 2019). Nesse 

sentido, essa interleucina e seu receptor estão super expressos em áreas de fibrose em pacientes 

com a doença (LEE; KWON; CHO, 2018). 

 

Por outro lado, na resolução da inflamação intestinal, as células Tregs Foxp3+, 

produzindo IL-10 e TGF-β, estão, comumente, envolvidas (SCHETT; NEURATH, 2018). A 

IL-10, ponderada como a principal citocina regulatória da inflamação, suprime as respostas 

imunes exacerbadas da mucosa e mantém a homeostase intestinal e a tolerância à microbiota 

comensal (VASOVIC et al., 2016); bem como inibe a deposição de colágeno nos tecidos 

intestinais (LAWRANCE et al., 2017). Já a citocina TGF-β é uma importante 

imunossupressora, contudo, possui um papel pró-fibrogênico durante a CD (YUN; KIM; KIM, 

2019; ISWANDANA et al., 2020). 
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Enfim, considerando que até o presente momento não há conhecimento exato sobre o 

agente causal da CD e da necessidade de tratamentos mais eficazes aos seus portadores, faz-se 

necessário a busca por novas estratégias terapêuticas para essa IBD. Neste contexto, o estudo 

em modelos animais de colite são ferramentas indispensáveis para a compreensão das alterações 

histopatológicas e morfológicas do intestino, assim como para o desenvolvimento de novas 

moléculas terapêuticas (RANDHAWA et al., 2014; WIRTZ et al., 2017). 

2.1.3 Modelos murinos de colite induzidas por TNBS 

 

O modelo murino de inflamação intestinal induzida pelo ácido trinitrobenzeno sulfônico 

(TNBS, do inglês, 2,4,6 Trinitrobenzene Sulfonic Acid), é usado, frequentemente, para 

estabelecer a inflamação aguda (ALBUQUERQUE et al., 2020), como também a inflamação 

crônica (GAO et al., 2020). A inflamação do cólon pode ser realizada em camundongos, como: 

SJL/J, C57BL/6 e BALB/c, por meio da administração intraretal do TNBS juntamente com 

etanol (RANDHAWA et al., 2014). O etanol, neste caso, é essencial para quebrar a barreira da 

mucosa, enquanto o TNBS hapteniza proteínas autólogas ou microbianas do cólon, tornando-

as imunogênicas para o sistema imunológico do hospedeiro (WIRTZ et al., 2007; JIMINEZ et 

al., 2015). 

 

Esse modelo, induz uma inflamação transmural difusa no intestino, caracterizada pelo 

aumento da infiltração de leucócitos, edema e ulceração (ISIK et al., 2011; SCHULTE et al., 

2019). Ademais, pode resultar em colite crônica, com: diarreia grave, perda de peso e prolapso 

retal (RANDHAWA et al., 2014). A administração desse agente químico, em modelos animais, 

está associada à ativação, predominantemente, da resposta imune Th1, manifestada pela 

infiltração de linfócitos T CD4+ para o local inflamado (WIRTZ et al., 2017). Assim, devido a 

resposta Th1 envolvendo as citocinas efetoras IL-12 e TNF-α, esse modelo foi, especificamente, 

relacionado com a CD em seres humanos (ANTONIOU et al., 2016; QIN et al., 2019). 

 

Experimentalmente, na colite aguda, a resposta imune inicia-se com um perfil Th1 e  

aumento das citocinas IL-12, IFN-γ e TNF-α  (JONES-HALL; GRISHAM, 2014). De maneira 

secundária, ocorre o aumento da produção de IL-23, indicando o início da colite crônica 

(JIMINEZ et al., 2015). No decurso da inflamação, o perfil de citocinas muda para Th17, devido 

ao aumento das citocinas IL-17 e IL-25 e, finalmente, se altera para uma resposta imune com 
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predomínio das citocinas IL-13 e TGF-β (JIMINEZ et al., 2015). Além disso, a IL-13 contribui 

para promover uma fibrose persistente na lâmina própria de camundongos BALB/c com a colite 

crônica induzida por TNBS (KIESLER; FUSS; STROBER, 2015; GIUFFRIDA et al., 2019). 

 

Desta forma, a CD, por possuir uma condição progressiva, sem cura e que requer 

cuidados por toda a vida, faz-se necessário a busca por tratamentos mais eficientes e com menos 

efeitos adversos. Logo, as proteínas do choque térmico (HSPs, do inglês, Heat Shock Proteins), 

consideradas imunorreguladoras, podem ser uma nova alternativa terapêutica a ser investigada 

com o intuito de manter a homeostase intestinal em modelos experimentais de CD.  

2.2 PROTEÍNAS DO CHOQUE TÉRMICO  

As HSPs são chaperonas conservadas evolutivamente e importantes para sobrevivência 

das células procarióticas e eucarióticas (VAN EDEN; BONORINO; VAN DER ZEE, 2013; 

TUKAJ; KAMINSKI, 2019), pois,  são essenciais em diversos processos celulares, tais como: 

dobragem, redobragem, translocação e degradação de proteínas intracelulares sob condições 

normais e de estresse (TOMASELLO et al., 2014; ZININGA; RAMATSUI; SHONHAI, 2018). 

 

Essas moléculas são classificadas em seis famílias com base em seu peso molecular, 

como: HSPs pequenas (sHSPs, do inglês, Small HSPs), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSPs 

grandes (lHSPs, do inglês, Large HSPs) (FINLAYSON-TRICK et al., 2019). Além disso, são 

encontradas em uma variedade de locais na célula, incluindo: membrana plasmática, 

citoplasma, mitocôndria, retículo endoplasmático e núcleo; mas também podem ocorrer 

extracelularmente (BOLHASSANI; AGI, 2019; CAPPELLO et al., 2019).  

 

As HSPs são altamente homólogas dentre as espécies, em especial, entre bactérias e 

humanos (VAN EDEN et al., 2019). Assim, devido a esse mimetismo molecular, algumas HSPs 

mamíferas possuem homólogos microbianos conservados, resultando, em um reconhecimento 

imunológico cruzado entre elas (ZONNEVELD-HUIJSSOON et al., 2013). Inclusive, HSP60 

e HSP70 micobacterianas induzem células Tregs, produtoras de IL-10, em diversos modelos 

experimentais de doenças inflamatórias autoimunes (VAN EDEN et al., 2017). 
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Essas chaperoninas são expressas constitutivamente nas células (TUKAJ; KAMINSKI, 

2019), contudo, sob condições de estresse passam a ser super expressas (DUBREZ et al., 2020). 

Dentre essas condições de estresse, pode-se incluir: o aumento da temperatura (febre), a 

deficiência nutricional, a exposição a mediadores pró-inflamatórios (TNF-α e IFN-γ), o estresse 

oxidativo, o tratamento com drogas anti-inflamatórias não esteroides, substâncias tóxicas e 

infecções virais ou bacterianas (VAN EDEN; VAN DER ZEE; PRAKKEN, 2005; MILANI; 

BASIRNEJAD; BOLHASSANI, 2019). 

 

Condições adversas, como as supracitadas, acarretam em dobramentos incorretos ou 

agregações proteicas que desencadeiam uma resposta ao estresse e induzem a transcrição dos 

genes das HSPs (Figura 3) (HOTER; RIZK; NAIM, 2019). Essas proteínas, por sua vez, tentam 

reestabelecer o equilíbrio entre a síntese, a montagem e a degradação proteica (POCKLEY, 

2001; HOTER; RIZK; NAIM, 2019). 

 

Figura 3 – Regulação da transcrição dos genes das HSPs pelo fator de choque térmico 1 (HSF1). 

 

 

 Fonte: Adaptado pela autora de acordo com a bibliografia estudada (HOTER; RIZK; NAIM, 2019). 
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A regulação da transcrição dos genes das HSPs é mediada pela interação entre os fatores 

de transcrição, como o fator de choque térmico (HSF, do inglês, Heat Shock Factor) e o 

elemento de choque térmico (HSE, do inglês, Heat Shock Elements) nas regiões promotoras 

dos genes. Assim, em condições normais, o HSF1, o principal fator em vertebrados, está 

presente no citoplasma como uma molécula monomérica latente que é incapaz de ligar-se ao 

DNA (POCKLEY, 2001; HOTER; RIZK; NAIM, 2019). 

 
 

No entanto, em situações de estresse e com o aumento de proteínas não funcionais, 

HSF1 é fosforilado (P) e trimerizado. Posteriormente, os trímeros translocam-se do citoplasma 

para o núcleo e se ligam a regiões promotoras, mediando a transcrição dos genes das HSPs. A 

atividade dos trímeros de HSF é regulada pelas HSPs, como HSP70 e HSP90, e pela proteína 

de ligação ao choque térmico 1 (HSBP1, do inglês, Heat Shock Binding Protein 1) (POCKLEY, 

2001; HOTER; RIZK; NAIM, 2019). 

 

Além das funções descritas anteriormente e dada à versatilidade funcional das HSPs, 

como importantes moléculas antigênicas, essas podem ser utilizadas como agentes terapêuticos 

para a geração de imunidade protetora, ou ainda, para a regulação de processos inflamatórias 

(VAN EDEN et al., 2019). Neste contexto, as HSP60 são antígenos imunodominantes capazes 

de induzir a produção de anticorpos e a ativação de células T (COELHO; FARIA, 2012; 

COHEN; ZANIN-ZHOROV, 2013; QUINTANA; COHEN, 2011; ZININGA; RAMATSUI; 

SHONHAI, 2018). 

2.2.1 HSP60 e a regulação da inflamação 

As proteínas HSP60 são antígenos imunogênicos, que podem ser ativados tanto pelo 

sistema imune inato (via TLR2 e TLR4) (COHEN; ZANIN-ZHOROV, 2013; MILANI; 

BASIRNEJAD; BOLHASSANI, 2019), quanto pelo sistema imune adaptativo (via TCR e 

BCR) (QUINTANA; COHEN, 2011). Além do mais, a concentração local das HSP60 irá 

determinar se as suas funções serão pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias (Figura 4) 

(QUINTANA; COHEN, 2011; ZININGA; RAMATSUI; SHONHAI, 2018). 
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Figura 4 – Efeitos imunológicos das HSP60 mediados pelo sistema imune inato e adaptativo.  

 

 

Fonte: adaptado pela autora de acordo com a bibliografia estudada (QUINTANA; COHEN, 2011). 

 

Assim, em altas concentrações de HSP60, por meio do contato natural ou artificial, a 

ativação via TLR (principalmente via TLR4) de DCs e macrófagos, promovem uma inflamação 

por diversos mecanismos, como: maturação de DCs, aumento da apresentação de antígenos e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, tais como: IL-1β, IL-6, IL-12, IL-15, IFN-γ e TNF-α 

(QUINTANA; COHEN, 2011). Essa atuação pró-inflamatória ocorre por meio de monócitos 

(macrófagos e DCs), células B e T efetoras (ZININGA; RAMATSUI; SHONHAI, 2018).  

Por outro lado, baixas concentrações de HSP60, favorecem um perfil anti-inflamatório, 

por meio da sinalização, via TLR2, em células efetoras e Tregs CD4+CD25+ (Foxp3+) 

(ZANIN-ZHOROV et al., 2003; QUINTANA; COHEN, 2011). O reconhecimento de 

peptídeos-HSP60 (próprios ou bacterianos) pelas células T HSP60-específicas por meio de seus 

TCRs podem promover inflamação (por meio de células T efetoras HSP60-específica) ou 

interromper a inflamação (por meio de células T anti-ergotípicas) (VAN EDEN; VAN DER 

ZEE; PRAKKEN, 2005; ZININGA; RAMATSUI; SHONHAI, 2018). 
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Ademais, as HSP60 atuam como co-estimuladoras de células Tregs, pois modulam a 

expressão de fatores de transcrição envolvidos na diferenciação das células T, diminuindo a 

expressão dos fatores de Th1, como T-bet, NF-κB e NFATp, e aumentando os de Th2, como o 

GATA-3 (ZANIN-ZHOROV et al., 2005). Assim, células T ativadas por HSP60 diminuem a 

secreção de TNF-α e IFN-γ, e aumentam a secreção de citocinas regulatórias, como a IL-10 e 

TGF-β (VAN EDEN; VAN DER ZEE; PRAKKEN, 2005; ZANIN-ZHOROV et al., 2005; 

QUINTANA; COHEN, 2011). 

As células B também estão envolvidas nos mecanismos de regulação da inflamação 

envolvendo as proteínas HSP60, podendo, então, mediar tanto efeitos pró-inflamatórios (via 

apresentação de anticorpos e antígenos), quanto efeitos anti-inflamatórios (via produção de IL-

10). Além disso, as células B, são estimuladas a proliferar, a resistir à apoptose e a produzir 

anticorpos IgG3 (QUINTANA; COHEN, 2011). 

Por fim, as HSP60 parecem ser antígenos atraentes para o tratamento das doenças 

autoimunes crônicas, por proporcionar os efeitos anti-inflamatórios, referidos anteriormente, e 

também por sua expressão ser regulada no local da inflamação (QUINTANA; COHEN, 2011; 

VAN EDEN et al., 2017). Consistente com isso, vários estudos demonstraram o potencial 

imunorregulador dessas proteínas em diversos modelos animais, como por exemplo: artrite e 

colite (ULMANSKY et al., 2015), diabetes tipo 1 (LU et al., 2016), esclerose múltipla 

(ZORZELLA-PEZAVENTO et al., 2017) e aterosclerose (HU et al., 2018). 

2.3 A BACTÉRIA LÁCTICA MODELO – Lactococcus lactis   

L. lactis é um importante microrganismo pertencente ao grupo heterogêneo das bactérias 

do ácido láctico (LAB, do inglês, Lactic Acid Bacteria) (WELLS, 2011; SONG et al., 2017). 

Essas bactérias, secretam esse ácido como um dos produtos fermentativos do metabolismo dos 

carboidratos (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013; WELS et al., 2019). Até o momento, L. 

lactis compreende quatro subespécies, nomeadamente: L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. 

cremoris, L. lactis subsp. hordniae e L. lactis subsp. tructae (KHEMARIYA et al., 2017). 

 

Embora, L. lactis esteja frequentemente associada a laticínios, essa bactéria foi isolada 

originalmente de plantas (SONG et al., 2017). Fenotipicamente, essas bactérias lácticas são 

classificadas, como: gram-positivas, anaeróbias facultativas, não produtoras de catalase, não 
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formadoras de esporos, heterofermentativas e imóveis (PONTES et al., 2011; WYSZYŃSKA 

et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). Ademais, L. lactis é uma espécie mesófila, tendo, 

portanto, uma temperatura ideal de crescimento em torno de 30°C (PONTES et al., 2011). 

 

L. lactis tem sido utilizada há séculos pelos seres humanos na fermentação de alimentos, 

especialmente: queijos, iogurtes, chucrutes e similares (SONG et al., 2017). Assim, tornando-

se reconhecidamente como segura e detentora do status GRAS (do inglês, Generally Regarded 

as Safe) pela FDA (do inglês, American Food and Drug Administration) (DE CASTRO et al., 

2018). Além de conferir sabor e textura, L. lactis por meio da produção do ácido láctico também 

afere proteção aos alimentos (WELS et al., 2019). Ademais, algumas cepas produzem 

bacteriocinas, ratificando, ainda mais, o seu papel na indústria alimentícia (KHEMARIYA et 

al., 2017). 

 

Além da importância econômica na indústria de alimentos, L. lactis tornou-se a LAB 

modelo, quando se trata de novas aplicações biotecnológicas utilizando engenharia genética. 

Alguns aspectos, tornaram-na um modelo desejável, como: fácil manipulação laboratorial 

(MIYOSHI et al., 2004; PONTES et al., 2011), genoma pequeno e totalmente sequenciado 

(BOLOTIN et al., 1999; WEGMANN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014) e um grande 

número de ferramentas de clonagem e de expressão gênica desenvolvidas (DE CASTRO et al., 

2018; CHO; YIM; SEO, 2020). 

Outras características favorecem a administração de L. lactis como vetor para produção 

de moléculas de interesse médico e para a entrega de vacinas de DNA às mucosas (WELLS; 

MERCENIER, 2008; WELLS, 2011). Os exemplos, são: baixa imunogenicidade, podendo ser 

continuamente administradas em programas de imunização (MERCENIER; MÜLLER-

ALOUF; GRANGETTE, 2000), resistência ao ambiente ácido estomacal, permitindo com que 

as bactérias cheguem íntegras à mucosa intestinal (WELLS; MERCENIER, 2008), e não 

possuir LPS em sua parede celular, eliminando os riscos de choque por endotoxinas (BAHEY-

EL-DIN; GAHAN, 2011). Além disso, a administração de L. lactis através das mucosas, pode 

estimular repostas imunológicas tanto sistêmicas quanto de mucosas, portanto, capazes de 

provocar a produção da imunoglobulina secretória A (sIgA) (WELLS; MERCENIER, 2008). 
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2.3.2 Lactococcus lactis e a expressão de proteínas heterólogas  

Diversos sistemas induzíveis foram desenvolvidos para a expressão de proteínas 

heterólogas em L. lactis, como por exemplo: NICE (KUIPERS et al., 1995), XIES (MIYOSHI 

et al., 2004), ZIREX (MU et al., 2013) e SICE (BENBOUZIANE et al., 2013). Dentre esses 

sistemas, destaca-se o XIES (do inglês, Xylose-Inducible Expression System), que foi 

construído pelo nosso grupo de pesquisa para expressão de proteínas recombinantes na 

linhagem L. lactis NCDO2118 (L. lactis subsp. lactis) (MIYOSHI et al., 2004). 

 

 O XIES é um vetor de expressão procarioto (Figura 5) (MIYOSHI et al., 2004). Sendo 

assim, constituído por um plasmídeo, contendo: a) um promotor induzido por xilose (PxylT); 

b) um sistema de endereçamento proteico [citoplasmático (CYT) ou secretado (SEC)], 

composto pelo sítio de ligação ao ribossomo (RBS, do inglês, Ribosome-Binding Site) e/ou 

peptídeo sinal (SP, do inglês, Signal Peptide) da proteína Usp45 de L. lactis; c) um sítio de 

clonagem múltipla; d) duas origens de replicação, sendo repA de L. lactis e repC de E. coli; e, 

e) um gene que confere resistência ao antibiótico cloranfenicol (MIYOSHI et al., 2004).  

 

Figura 5 – Representação esquemática do sistema XIES para endereçamento citoplasmático 

(pXYCYT:Nuc) e secretado (pXYSEC:Nuc) de proteínas.  

 

 
Fonte: Adaptado pela autora de acordo com a bibliografia estudada (MIYOSHI et al., 2004). 

 

Inicialmente, o sistema XIES foi capaz de: a) produzir níveis elevados da proteína 

modelo nuclease de Staphylococcus aureus (NUC, do inglês, Nuclease Gene); b) endereçar 

corretamente o produto final para o citoplasma ou meio extracelular; e, c) permitir induzir ou 

reprimir a expressão gênica pela adição de xilose ou glicose, respectivamente. Esse sistema 
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apresentou, ainda, outras vantagens, como: ser de fácil manipulação, menos dispendioso e, 

principalmente, seguro para o uso em animais (MIYOSHI et al., 2004). 

 

Posteriormente, outras moléculas também foram clonadas no XIES, pelo nosso grupo 

de pesquisa, visando ratificar, ainda mais, as provas de conceito envolvidos nesse sistema. 

Assim, em meio a esses trabalhos científicos, pode-se mencionar a clonagem das seguintes 

proteínas: Hsp65 – a proteína de choque térmico de 65 kDa de Mycobacterium leprae (DE 

AZEVEDO et al., 2012), IL-10 – a interleucina 10 de Rattus norvegicus (MARINHO et al., 

2010) e 15-LOX-1 – a enzima oxidativa 15-lipoxigenase-1 (SARAIVA et al., 2015). 

 

No contexto da proteína Hsp65, essa foi empregada na prevenção da encefalomielite e 

da colite experimental em camundongos C57BL/6 (REZENDE et al., 2013; GOMES-SANTOS 

et al., 2017). A administração oral de L. lactis, secretando Hsp65, foi capaz de impedir o 

desenvolvimento de encefalomielite, devido à diminuição do escore clínico, bem como a 

redução da produção de IL-17 e a elevação de IL-10. Ademais, houve um aumento de células 

Tregs (CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+) no baço, linfonodos mesentéricos e inguinal e na medula 

espinhal (REZENDE et al., 2013). Utilizando a mesma estratégia, contudo, na colite induzida 

por DSS (do inglês, Dextran Sulfate Sodium), constatou-se que os efeitos terapêuticos de L. 

lactis deveu-se à diminuição das citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, IL-6 e TNF-α) e aumento 

das citocinas anti-inflamatórias (IL-10) no cólon, e a expansão de células Tregs (CD4+Foxp3+ 

e CD4+LAP+) no baço e nos linfonodos mesentéricos (GOMES-SANTOS et al., 2017). 

 

Nos estudos utilizando a citocina IL-10, tanto secretada quanto citoplasmática, L. lactis 

foi utilizada no tratamento de modelos murinos para asma (MARINHO et al., 2010) e para CD 

(DEL CARMEN et al., 2011). A administração de IL-10, no modelo de inflamação alérgica das 

vias aéreas, induzido por ovalbumina (OVA), foi eficiente em suprimir a inflamação pulmonar, 

por meio da diminuição do número de eosinófilos, atividade da peroxidase de eosinófilos 

(EPO), do nível de IgE e IgG1 anti-OVA, produção de IL-4 e CCL3 e hipersecreção de muco 

em comparação com o grupo asmático (MARINHO et al., 2010). Já no tratamento da CD, 

induzida por TNBS, os camundongos BALB/c que receberam L. lactis produtora de IL-10 

tiveram uma redução do escore de danos do intestino grosso, assim como uma redução dos 

níveis de IFN-γ nos fluidos intestinais (DEL CARMEN et al., 2011).  
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Em relação a enzima 15-LOX-1, essa molécula foi utilizada pelo fato de ser uma 

candidata potencial à resolução das IBDs devido a suas ações anti-inflamatórias (SARAIVA et 

al., 2015; CARVALHO et al., 2016). Assim, em modelo animal de IBD, induzida pelo ácido 

TNBS, a administração de leite fermentado por L. lactis produtora de 15-LOX-1 foi eficaz na 

prevenção dos danos inflamatórios intestinais associados à colite (SARAIVA et al., 2015). 

Ainda, utilizando a mesma linhagem de L. lactis, constatou-se que, esse tratamento foi eficiente 

na inflamação, induzida por DSS, diminuindo as citocinas pró-inflamatórias, como: IFN-γ e IL-

4, e aumentando a citocina regulatória IL-10 (CARVALHO et al., 2016). 

 

Finalmente, também foram descritas propriedades anti-inflamatórias para a linhagem 

selvagem L. lactis NCDO2118 (L. lactis subsp. lactis) em modelo murino de colite, induzida 

por DSS (LUERCE et al., 2014). O efeito protetor da linhagem foi relacionado com o aumento 

dos níveis de IL-10 no cólon e à indução de células Tregs nos linfonodos mesentéricos. De 

acordo com esse estudo, os efeitos imunomoduladores intrínsecos de L. lactis NCDO2118 

estavam, possivelmente, relacionadas às proteínas que são secretadas pelas bactérias, como o 

ácido gama-aminobutírico (GABA, do inglês, Gamma-Aminobutyric Acid), no interior do 

hospedeiro (LUERCE et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). 

2.3.3 Lactococcus lactis e a entrega de vacinas de DNA  

Como pode-se perceber, a utilização de L. lactis para a produção de proteínas 

heterólogas de interesse médico é, atualmente, uma realidade consolidada. No passado, à 

medida que novas informações e novos instrumentos genéticos eram gerados, novas 

possibilidades de uso eram vislumbradas para utilização nestas bactérias modelo. Sendo assim, 

a utilização de L. lactis como um veículo carreador de vacinas vivas de DNA, para células 

eucarióticas, foi considerada uma fronteira a ser quebrada nesta área científica.  

 

Deste modo, o nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma linhagem, geneticamente 

modificada, de L. lactis [L. lactis MG1363 (L. lactis subsp. cremoris)] que, após ter sido 

transformada com o plasmídeo pOri23–fnbA (FnBPA+), passou a expressar, constitutivamente, 

a proteína A de ligação a Fibronectina (FnBPA, do inglês, Fibronectin-Binding Protein A) de 

Staphylococcus aureus (QUE et al., 2001). Essa transformação, conferiu um caráter de 
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invasividade para essa linhagem, haja vista que a FnBPA medeia a adesão da bactéria ao tecido 

hospedeiro, possibilitando sua entrada em células não fagocíticas (LIU et al., 2019). 

 

Depois, em experimentos, in vitro e in vivo, foi demonstrado que L. lactis MG1363 

FnBPA+ foi capaz de ser internalizada por células epiteliais humanas, da linhagem Caco-2, de 

maneira mais eficiente que a linhagem selvagem (INNOCENTIN et al., 2009). Concomitante 

ao desenvolvimento dessa linhagem invasiva (L. lactis MG1363 FnBPA+), o nosso grupo de 

pesquisa também desenvolveu, ainda em 2009, um novo vetor plasmídico, denominado pValac 

(do inglês, Vaccination Using Lactic Acid Bacteria) (GUIMARÃES et al., 2009).  

 

O pValac foi construído a fim de otimizar os procedimentos de clonagem e 

transformação e, consequentemente, melhorar as estratégias de entrega de DNA por L. lactis. 

Esse plasmídeo foi formado pela fusão: a) do promotor do citomegalovírus (CMV), garantindo 

a expressão da ORF de interesse em células eucarióticas; b) de um sítio de clonagem múltipla; 

c) da sequência sinal de poliadenilação do Hormônio Bovino de Crescimento (BGH poli-A), 

para estabilizar o transcrito de RNA mensageiro; d) de origens de replicação para permitir a 

propagação do plasmídeo tanto em E. coli quanto em L. lactis; e, e) de um gene de resistência 

ao cloranfenicol, para a seleção das linhagens recombinantes (GUIMARÃES et al., 2009). 

 

Após o desenvolvimento da linhagem recombinante invasiva L. lactis MG1363 

FnBPA+ contendo o vetor pValac que é capaz de codificar ORFs de interesse em células 

mamíferas, o nosso grupo de pesquisa construiu e testou a eficácia dessa estratégia em 

diferentes modelos experimentais. Dentre os trabalhos científicos realizados, destacam-se: IL-

10 de Mus musculus para o tratamento de colite (ZURITA-TURK et al., 2014), ESAT-6 e 

Ag85A de Mycobacterium tuberculosis para o tratamento de tuberculose (PEREIRA et al., 

2015; MANCHA-AGRESTI et al., 2017) e IL-4 de Mus musculus para o tratamento da CD 

(SOUZA et al., 2016).  

2.4 JUSTIFICATIVA DE REALIZAÇÃO DESTE TRABALHO 

As IBDs compreendem um conjunto de distúrbios que afetam o GIT, cujas taxas de 

incidência e prevalência vem aumentando globalmente. Dentre as IBDs, a CD é uma síndrome 

incurável que tem como sintomas a dor abdominal associada à diarreia, febre, fadiga e perda de 
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peso. Além disso, uma das principais complicações dessa enfermidade é o desenvolvimento de 

fibrose, na qual se caracteriza pelo acúmulo de colágeno nos tecidos do intestino. 

 

Embora existam formas de remediar a inflamação da CD, não há tratamentos eficazes 

para impedir o desenvolvimento da fibrose e suas complicações. Neste sentido, as HSPs, 

antígenos importantes na regulação de células T efetoras, podem ser candidatas promissoras ao 

desenvolvimento de novas terapias anti-inflamatórias e antifibróticas para a CD. 

 

Ademais, as HSP60 apresentam potencial para diminuição das respostas imunes Th1 e 

aumento das respostas Th2 e Treg, respostas, essas, necessárias para o controle dessa 

enfermidade. Inclusive, Hsp65 micobacterianas, produzidas por L. lactis, demonstraram efeitos 

terapêuticos por meio do aumento da secreção de células Tregs (CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+). 

 

Assim, objetivando potencializar a entrega de Hsp65 de M. leprae, uma proteína 

homóloga a HSP60 de mamíferos, diretamente aos enterócitos da mucosa intestinal, unificou-

se ferramentas biotecnológicas pré-existentes do nosso laboratório, visando uma estratégia 

terapêutica inovadora contra a CD experimental. Logo, reuniu-se em uma única linhagem de L. 

lactis NCDO2118 a produção de Hsp65 pelo sistema XIES e também o mecanismo de entrega 

por meio da expressão constitutiva da proteína A de ligação a Fibronectina (FnBPA+).  

 

Cabe salientar, que esse novo sistema utilizou a linhagem selvagem L. lactis 

NCDO2118 (L. lactis subsp. lactis) que possui propriedades anti-inflamatórias intrínsecas. Isto 

posto, a união desses instrumentos genéticos proporcionou o desenvolvimento de uma nova 

linhagem invasiva e produtora de Hsp65 – L. lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65) –

com propriedades imunomoduladoras. 

 

Por fim, hipotetiza-se que o uso dessa nova linhagem invasiva [L. lactis NCDO2118 

FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65)] para a produção e entrega de Hsp65, em modelos murinos de CD 

aguda e crônica, induzidas quimicamente pelo ácido TNBS, pode restabelecer a homeostase 

intestinal e, consequentemente, diminuir os danos decorrentes dessa IBD. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

• Avaliar os efeitos imunomodulatórios da linhagem invasiva e produtora de Hsp65 [L. 

lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65)] em modelos murinos de colite aguda e 

crônica, induzidas por TNBS, visando o desenvolvimento de uma nova estratégia 

terapêutica para a CD experimental. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Na colite aguda: 

• Avaliar os aspectos clínicos de saúde animal e os índices de danos macroscópicos; 

• Avaliar os índices de danos histopatológicos; 

• Avaliar os níveis da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG); 

• Avaliar os níveis da enzima mieloperoxidase (MPO); 

• Avaliar as citocinas pró-inflamatórias: IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-4, IL-6 e IL-17;  

• Avaliar as citocinas anti-inflamatórias: TGF-β e IL-10; 

• Avaliar os níveis da imunoglobulina secretória A (sIgA). 

 

Na colite crônica: 

• Avaliar os aspectos clínicos de saúde animal (peso); 

• Avaliar os danos histopatológicos da inflamação (aguda e crônica) e da fibrose; 

• Avaliar os níveis da enzima mieloperoxidase (MPO); 

• Avaliar as citocinas pró-inflamatórias: IFN-γ, IL-12, IL-6, IL-13, IL-17; 

• Avaliar as citocinas anti-inflamatórias: TGF-β e IL-10; 

• Avaliar os níveis da imunoglobulina secretória A (sIgA). 
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4 RESULTADOS 

4.1 ARTIGO COMPLETO PUBLICADO 

4.1.1 Invasive Lactococcus lactis producing mycobacterial Hsp65 ameliorates intestinal 

inflammation in acute TNBS-induced colitis in mice by increasing the levels of the 

cytokine IL-10 and secretory IgA - https://doi.org/10.1111/jam.14695  

 

 

https://doi.org/10.1111/jam.14695
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4.2 ARTIGO COMPLETO SUBMETIDO À PUBLICAÇÃO 

4.2.1 Mycobacterial Hsp65 antigen delivered by invasive Lactococcus lactis reduces 

intestinal inflammation and fibrosis in TNBS-induced chronic colitis model throught 

regulation of the cytokines IL-13 and TGF-β  
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5 CONCLUSÕES 
 

Em conclusão, os resultados desses estudos comprovaram que a administração oral de 

L. lactis FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65) foi eficaz na melhoria dos parâmetros de saúde animal 

nos modelos murinos de colite aguda e crônica da CD. É importante salientar que a eficácia 

dessa nova estratégia experimental, se justificou, na colite aguda, pela capacidade de atenuar a 

severidade da inflamação, por meio, principalmente, da diminuição das citocinas IL-12 e IL-17 

e aumento de IL-10 e sIgA. E, na colite crônica, pela diminuição da gravidade da inflamação 

(aguda e crônica) e da fibrose intestinal, através da redução de IL-13 e TGF-β e aumento de IL-

10. Finalmente, essa estratégia de entrega de proteínas terapêuticas às células mamíferas 

(enterócitos) deve ser considerada como uma alternativa para a manutenção do equilíbrio pró e 

anti-inflamatório do GIT em indivíduos acometidos por essa IBD. 
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6 PERSPECTIVAS  

Atualmente, todos os experimentos desenvolvidos nessa tese foram finalizados. No 

entanto, esse trabalho abriu como perspectiva o desenvolvimento de um novo estudo utilizando 

a linhagem invasiva e produtora de Hsp65 de M. leprae [L. lactis NCDO2118 FnBPA+ 

(pXYCYT:Hsp65)] em modelo murino de colite espontânea. 

Assim, propõe-se a utilização de camundongos deficientes para a IL-10 (IL-10-/-), que 

desenvolvem a colite espontaneamente, visando elucidar o papel dessa interleucina na atividade 

imunomoduladora da supracitada linhagem bacteriana. Pois, foi constatado que a IL-10, tanto 

na colite aguda como na crônica, induzida por TNBS, estava aumentada. 

Com o intuito de esclarecer, ainda mais, o papel da IL-10 na atividade anti-inflamatória 

de L. lactis NCDO2118 FnBPA+ (pXYCYT:Hsp65), pode-se avaliar o perfil de macrófagos 

M1 e M2. Uma vez que os macrófagos M2 são os maiores responsáveis pelo restabelecimento 

dos níveis da IL-10 no cólon inflamado de camundongos. 

Desse modo, em modelo murino de colite espontânea, pode-se avaliar aspectos 

convencionais da inflamação, como: os parâmetros de saúde animal, os índices de danos 

macroscópicos e histopatológicos e as citocinas pró e anti-inflamatórias. Por fim, as 

quimiocinas pró-inflamatórias e as alterações da microbiota também podem ser investigadas.    
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