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RESUMO 

 

 A mucosite intestinal é uma inflamação da mucosa intestinal que ocorre frequentemente em 

pacientes sob tratamento com drogas anticâncer, como o 5-Fluorouracil (5-FU). Por ser um 

sério problema na clínica médica, tem crescido a busca por estratégias terapêuticas que visem 

minimizar este efeito colateral. Microrganismos probióticos são considerados uma promissora 

abordagem para esta finalidade, devido às suas propriedades anti-inflamatórias. Como forma 

de potencializar os efeitos benéficos destes microrganismos, ferramentas de biotecnologia e 

biologia molecular têm sido desenvolvidas e aprimoradas para a construção de linhagens 

probióticas recombinantes capazes de produzir e entregar biomoléculas terapêuticas às 

superfícies de mucosa do hospedeiro. Nesse contexto, a proteína de choque térmico 65 kDa 

(Hsp65) de Mycobacterium leprae produzida por bactérias probióticas vem apresentando boas 

características imunomoduladoras. Assim, este trabalho avaliou os mecanismos moleculares 

envolvidos com o efeito enteroprotetor de Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 selvagem e 

recombinante (pExu:hsp65) em modelo de mucosite intestinal induzida pelo quimioterápico 5-

FU (300mg/Kg). Os principais resultados obtidos revelaram que a administração oral de 

CIDCA 133 selvagem atenua os danos epiteliais e inflamatórios induzido por 5-FU por meio 

da prevenção do infiltrado de células inflamatórias, redução da expressão gênica de marcadores 

envolvidos na ativação da via de sinalização de NF-κB (Tlr2, Tlr4, Nfkb1, Tnf, Il6, Il12 e Il1b) 

e regulação positiva da expressão da citocina imunoregulatória Il10. Além disso, os efeitos 

benéficos da linhagem podem ser atribuídos à sua capacidade em aumentar a expressão gênica 

de marcadores envolvidos na barreira epitelial, como a mucina 2 e as proteínas de junção firme 

(ocludina, claudina 2, zonulina e JAM), colaborando para a preservação da permeabilidade 

intestinal, e assim melhorando a arquitetura da mucosa e seu funcionamento. Em paralelo, 

utilizando as técnicas de biologia molecular e melhoramento genético foi construído o vetor de 

expressão eucariótica pExu:hsp65 e a linhagem recombinante rCIDCA 133:HSP65, a qual 

também foi usada em um ensaio in vivo utilizando o mesmo modelo murino de inflamação 

intestinal. A administração oral da linhagem recombinante potencializou os efeitos de CIDCA 

133 selvagem, no qual foi possível observar uma maior preservação do epitélio intestinal 

destruído por 5-FU por meio da redução da expressão gênica de Il1b e Il6, e aumento na 

expressão gênica de mucina 2, e também das proteínas de junção firme claudina 1, claudina 2 

e JAM. A entrega da bactéria recombinante também potencializou o número de células 

caliciformes produtoras de muco, e a redução do infiltrado inflamatório na mucosa e da 

permeabilidade intestinal. Desta forma, diante dos resultados promissores alcançados, o 

presente estudo abre caminho para a consolidação da linhagem de Lactobacillus delbrueckii 

CIDCA 133 como probiótica além de demonstrar a capacidade deste microrganismo de entregar 

de maneira eficiente o vetor de expressão eucariótica pExu:hsp65, se apresentando, portanto, 

como uma estratégia terapêutica promissora para a prevenção e tratamento da mucosite 

intestinal, e de outras doenças inflamatórias relacionadas ao trato gastrointestinal. 

 

 

Palavras-chave: 5-Fluorouracil; Inflamação intestinal; Probióticos; Proteína de choque 

térmico; Proteína recombinante; Imunomodulação; Barreira epitelial 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Intestinal mucositis is an inflammation of the intestinal mucosa that occurs frequently in 

patients under treatment with anticancer drugs, such as 5-Fluorouracil (5-FU). Because it is a 

serious problem in clinical practice, there is a growing search for therapeutic strategies that aim 

to minimize this side effect. Probiotic microorganisms are considered a promising approach for 

this purpose, due to their anti-inflammatory capacity. As a way to potentiate the beneficial 

effects of these microorganisms, biotechnology and molecular biology tools have been 

developed and improved to build recombinant probiotic strains capable of producing and 

delivering therapeutic biomolecules to the host mucosal surfaces. In this context, the heat shock 

protein 65 Kda (Hsp65) of Mycobacterium leprae produced by probiotic bacteria has been 

showing good immunomodulatory characteristics. Thus, this work evaluated the molecular 

mechanisms involved with the enteroprotective effect of wild and recombinant Lactobacillus 

delbrueckii CIDCA 133 (pExu:hsp65) in a model of intestinal mucositis induced by the 

chemotherapy 5-FU (300mg/Kg). The main results obtained revealed that oral administration 

of wild-type CIDCA 133 attenuates 5-FU-induced epithelial and inflammatory damage through 

prevention of inflammatory cell infiltrate, reduced gene expression of markers involved in the 

activation of NF-κB signaling pathway (Tlr2, Tlr4, Nfkb1, Tnf, Il6, Il12 and Il1b) and positive 

regulation of the expression of immunoregulatory cytokine Il10. Furthermore, the beneficial 

effects of the strain can be attributed to its ability to increase gene expression of markers 

involved in the epithelial barrier, such as mucin 2 and firm junction proteins (occludin, claudin 

2, zonulin, and JAM), collaborating to preserve intestinal permeability, and thus improving 

mucosal architecture and function. In parallel, using molecular biology and genetic 

improvement techniques, the eukaryotic expression vector pExu:hsp65 and the recombinant 

strain rCIDCA 133:HSP65 were constructed, which was also used in an in vivo assay using the 

same murine model of intestinal inflammation. Oral administration of the recombinant strain 

potentiated the effects of wild-type CIDCA 133, in which greater preservation of the intestinal 

epithelium destroyed by 5-FU was observed through reduced gene expression of Il1b and Il6, 

and increased gene expression of mucin 2, and also of the firm junction proteins claudin 1, 

claudin 2, and JAM. Delivery of the recombinant bacterium also potentiated the reduction of 

inflammatory infiltrate in the mucosa, intestinal permeability, and number of mucus-producing 

calliciform cells. Thus, in view of the promising results achieved, the present study paves the 

way for the consolidation of the Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 strain as a probiotic in 

addition to demonstrating the ability of this microorganism to efficiently deliver the eukaryotic 

expression vector pExu:hsp65 presenting itself as a promising therapeutic strategy for the 

prevention and treatment of intestinal mucositis, and other inflammatory diseases related to the 

gastrointestinal tract. 

 

 

Keywords: 5-Fluorouracil; Intestinal inflammation; Probiotics; Recombinant protein; 

Immunomodulation; Epithelial barrier 
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sIgA Imunoglobulina A secretória 

TGI Trato Gastrointestinal 

TJs do inglês, tight junctions  

TLR do inglês, Toll like Receptor  

TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina 

TNF Fator de Necrose Tumoral (do inglês, tumor necrosis factor) 

Treg Linfócito T regulatório (do inglês, Regulatory T cells) 

WHO do inglês, World Health Organization   
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PREFÁCIO  
Este manuscrito foi organizado e escrito nas seções descritas abaixo, a fim de facilitar a sua 

apresentação e compreensão: 

 

1 - Introdução Geral:  Uma breve introdução apresentando as Bactérias do Ácido Láctico e as 

novas aplicações biotecnológicas e terapêuticas destes microrganismos. 

 

2 – Revisão Bibliográfica: Será abordado as Bactérias do Ácido Láctico e os microrganismos 

com perfil probiótico e sua interação com o trato gastrointestinal. Será apresentado também a 

mucosite intestinal, doença inflamatória escolhida como modelo deste trabalho, e os principais 

trabalhos já reportados utilizando probióticos, selvagens ou recombiantes, para a terapêutica 

dessa doença. Esta seção também discutirá as principais ferramentas genéticas já desenvolvidas 

para a construção de bactérias lácticas recombinantes, visando explorar e potencializar os 

resultados já obtidos com as linhagens selvagens, e os principais resultados já descritos na 

literatura utilizando essas cepas em modelos animais. Por fim, um capitulo de livro já publicado 

será inserido nessa revisão bibliográfica, pontuando as principais características do trato 

gastrointestinal e sua microbiota, além de apresentar brevemente algumas doenças 

inflamatórias decorrentes do desequilíbrio da homeostase intestinal e os principais estudos já 

reportados utilizando bactérias probióticas recombinantes expressando diferentes moléculas 

para o tratamento ou prevenção destas doenças. 

 

3 - Relevância do Projeto de Tese: A utilização de Bactérias do Ácido Láctico na promoção 

da saúde humana e animal é algo bem caracterizado e vem sendo cada vez mais explorado 

diante de novas linhagens identificadas e testadas, além do desenvolvimento de cepas 

recombinantes com o aprimoramento das técnicas de biologia molecular. Neste contexto, este 

trabalho se propôs a explorar as propriedades imunomoduladoras associadas à utilização da 

bactéria L. delbrueckii CIDCA 133, selvagem e recombiante, em um modelo de mucosite 

intestinal induzida pelo quimioterápico 5- Fluorouracil (5-FU), fornecendo bases científicas 

para a aplicação probiótica deste microrganismo. 

 

4 – Objetivos Da Tese: Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos com o efeito 

enteroprotetor de Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 selvagem e recombinante 

(pExu:hsp65) em modelo de mucosite intestinal. 



 

 

 

 

 5 - Capítulo I: Apresentado em forma de artigo científico, demonstrará os principais 

mecanismos moleculares associados com o efeito enteropotetor da linhagem selvagem L. 

delbrueckii CIDCA 133 no modelo de inflamação intestinal induzida por 5-FU. 

 

6 - Capítulo II: Apresentado em forma de artigo científico, descreve a construção da linhagem 

recombiante L. delbrueckiii CIDCA  133 (pExu:hsp65), a confirmação da funcionalidade do 

vetor pExu:hsp65 por microscopia confocal e a avaliação do efeito imunomodulador desta 

linhagem recombinante no modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

 

7 - Conclusões Gerais: Sumariza os principais achados desta Tese.  

 

8 - Perspectivas: Descreve as próximas etapas a serem desenvolvidas a partir dos dados obtidos 

nesta Tese.   

 

9 - Referências: Lista as referências da introdução geral e da revisão bibliográfica usadas para 

uma melhor fundamentação teórica desta Tese.  

 

Anexos: Lista as principais produções científicas publicadas durante o doutorado. 

  



 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

As Bactérias do Ácido Láctico (BAL) compõem um grupo de microrganismos Gram-

positivos bastante diversos, que compartilham, dentre outras tantas características, a capacidade 

de produzir ácido láctico (via homofermentativa) e/ou ácido láctico e outros produtos 

metabólicos (via heterofermentativa) a partir da metabolização de diferentes açucares, 

principalmente glicose (Carr et al., 2002; Makarova & Koonin, 2007).  

Devido a essa importante característica, esses microrganismos têm sido utilizados há 

séculos na preparação de alimentos fermentados, seja como culturas iniciadoras ou adjuntas 

(Motta & Gomes, 2015; Colombo et al., 2018; Cosentino et al., 2018). Além disso, como 

consequência da acidificação do meio (pH 4,5-3,5) e também da produção de ácidos orgânicos 

(láctico, acético e propiônico) e bacteriocinas resultantes do processo de fermentação, esses 

microrganismos são responsáveis por inibir o crescimento de agentes patogênicos e 

deteriorantes de alimentos fermentados, levando,  assim, a uma maior conservação desses 

produtos e aumentando seu tempo de prateleira (Cosentino et al., 2018). 

O consumo de produtos fermentados realizados por algumas linhagens de BAL tem 

promovido efeitos benéficos ao hospedeiro, incluindo capacidade imunomoduladora. Tal 

característica está intrinsicamente associada à propriedade probiótica desses microrganismos, 

cujos efeitos benéficos vêm sendo demonstrado em diferentes modelos de doenças, 

principalmente aquelas relacionadas ao trato gastrointestinal, incluindo a mucosite intestinal 

(Oh et al., 2017; de Jesus et al., 2019; Hu et al., 2020). 

Além de sua já consolidada utilização na indústria de alimentos, as BAL apresentam 

também um enorme potencial  biotecnológico para serem utilizadas como: (i) “usinas celulares” 

para a produção de proteínas heterólogas e biomoléculas de interesse biotecnológico e 

terapêutico (Nouaille et al., 2003; Bermúdez-Humarán et al., 2004); e (ii) vetores para a entrega 

de vacinas de DNA (Chatel et al., 2008; Guimarães et al., 2006a; Innocentin et al., 2009; Tao 

et al., 2011). 

Nesse contexto, o crescente avanço no conhecimento genético destes microrganismos 

aliado ao desenvolvimento das técnicas de biotecnologia e biologia molecular propiciou a 

construção de importantes vetores de clonagem e também de sistemas de expressão de proteínas 

heterólogas e de vacinas de DNA para fins terapêuticos e de imunização. Diversos vetores 

desenvolvidos para utilização na abordagem de vacina de DNA,  usando bactérias lácticas como 

veículos de entrega ao nível da mucosa, utilizam principalmente as bactérias do gênero 
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Lactococcus (Guimarães et al., 2006b; Guimarães et al., 2009; Tao et al., 2011; Mancha-

Agresti et al., 2017; Yagnik et al., 2018).  

Visando ampliar a utilização de outras BAL como carreadores de vacina de DNA, novos 

vetores vêm sendo construídos e aprimorados. Entre estes vetores, destaca-se o pExu (Extra 

Chromosomal Unit) (6854 Kb), construído por nosso grupo de pesquisa (Mancha-Agresti, et 

al., 2017a), e que apresentou estabilidade para se replicar em diferentes linhagens testadas até 

o momento, como E. coli Top10, L. lactis MG1363, e Lactobacillus delbrueckii CNRZ327. 

Assim, a aplicação de um vetor de amplo espectro como o pExu, combinado com as 

vantagens da imunização por via das mucosas e o já reconhecido efeito benéfico que muitos 

microrganismos probióticos possuem, possibilita o desenvolvimento de novas estratégias de 

terapias gênicas visando o tratamento ou prevenção de diversas doenças inflamatórias, 

principalmente aquelas que acometem o trato gastrointestinal, como a mucosite intestinal. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Mucosite intestinal e 5-Fluorouracil 

A mucosite é  uma inflamação com consequências clínicas importantes que acomete o 

trato gastrointestinal (TGI), sendo mais frequentemente associada à cavidade oral e ao intestino 

delgado (Sonis, 2004; Peterson et al., 2012). A mucosite é um dos efeitos colaterais mais 

comuns em pacientes submetidos à radioterapia e/ou quimioterapia, e cuja incidência encontra-

se em torno de 40 a 80% nos indivíduos submetidos a esses tratamentos (Lalla et al., 2008; 

Campos et al., 2014). 

Nos casos mais leves, a mucosite é caracterizada por presença de lesões atróficas 

eritematosas nas quais a mucosa ainda permanece intacta, fazendo com que os pacientes 

apresentem uma sensibilidade aos alimentos semelhante à uma queimação, a qual pode ser 

gerenciada com relativa facilidade. Por outro lado, nos casos mais severos da doença, os 

pacientes normalmente apresentam dor intensa, que usualmente requer analgesia 

medicamentosa, devido às graves lesões ulcerativas que penetram na camada submucosa com 

exacerbada resposta inflamatória (Sonis, 2004). 

A mucosite apresenta como principais sinais e sintomas a diarreia, náuseas, vômitos, dor 

e distensão abdominal, ulcerações, constipação e má absorção de nutrientes (Lalla et al., 2008; 

van Vliet et al., 2010), debilitando ainda mais os pacientes que já se encontram 

imunossuprimidos. Estes fatores estão clinicamente associados à redução da qualidade de vida 

dos pacientes, além de estarem associados a um pior prognóstico da doença, visto que 

aumentam o risco de infecções sistêmicas, podendo levar a desnutrição, diminuição das doses 

ou adiamento/descontinuidade do tratamento e as chances de cura,  e assim contribuindo para 

aumento da letalidade nesse grupo de indivíduos (Van vliet et al., 2010). 

Entre os principais agentes quimioterápicos que desencadeiam a mucosite destaca-se o 5-

Fluourouracil (5-FU), um antineoplásico da classe das fluopirimidinas que é amplamente 

utilizado no câncer de colorretal avançado e nas neoplasias malignas de cabeça e pescoço 

(Giacchetti et al., 2000; Chang et al., 2012; Kim et al., 2015).  

O 5-FU é um quimioterápico antimetabólito, análogo da uracila e da timina, 

diferenciando-se destas por apresentar um átomo de flúor no lugar do átomo de hidrogênio na 

posição 5 do anel aromático (Figura 1) (Longley et al., 2003; Batista et al., 2020). 
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Figura 1: Estrutura química do 5-fluorouracil e seus análogos uracila e timina.Todas as estruturas se diferem 

no radical presente na 5ª posição do anel aromático (adaptado de Batista et al., 2020). 

 

O efeito antineoplásico do 5-FU ocorre por meio da sua conversão em metabólitos 

secundários (FdUMP, FdUTP e FUTP) que atuam por meio de três diferentes mecanismos de 

ação, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 2: (i) inibição da atividade da enzima 

timidilato sintase, essencial para a síntese e o reparo do DNA; (ii) ligação à estrutura do DNA 

inibindo a sua síntese e, consequentemente, bloqueando a divisão celular; e (iii) incorporação 

ao RNA, desencadeando danos à sua composição, resultando em perda funcional e morte 

celular (Longley et al., 2003; Zhang et al., 2008; Miura et al., 2010). 

 

 

Figura 2: Metabólitos do 5-fluorouracil e seus alvos moleculares. O 5-FU é metabolizado intracelularmente 

em FdUMP, que se liga à enzima timidilato sintetase, resultando em uma produção reduzida de dTTP, bloqueando 

a síntese e o reparo do DNA; FdUTP, que se liga ao DNA inibindo sua duplicação e transcrição; ou FUTP, que se 

liga ao RNA levando a uma perda de função. Todos os três metabólitos causam danos à célula ao nível genômico, 

culminando na morte celular (adaptado de Batista et al., 2020) 
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O 5-FU além de atuar sobre as células neoplásicas também atua sobre células normais, 

principalmente aquelas com elevada frequência de renovação, como as células da medula óssea 

e as células epiteliais do trato gastrointestinal (Wang et al., 2006; Soares et al., 2013; Song et 

al., 2016). Em decorrência dessa inespecificidade é que muitos pacientes submetidos ao 

tratamento com 5-FU apresentam a mucosite intestinal (Sonis, 2004), uma vez que este 

quimioterápico conduz à apoptose das células intestinais, com subsequente perda da arquitetura 

da mucosa, com alteração das vilosidades e criptas, alterações na permeabilidade intestinal 

causando translocação bacteriana, e aumento dos níveis de alguns mediadores inflamatórios 

importantes, tais como recrutamento de neutrófilos (Sakai et al., 2014), produção de citocinas 

pro-inflamatórias TNF-α, IL-1β, IL-6, Il-17A e IL-22 (Sakai et al., 2013) e mediadores de 

apoptose celular como a caspase 3 (Zhang et al., 2018).  

O impacto direto que o 5-FU tem sobre o TGI altera a arquitetura do epitélio, e o 

funcionamento das células e estruturas que o compõem,  como os enterócitos  (adaptados para 

a função metabólica e digestiva), células caliciformes (produtoras de muco, cujo principal 

componente são as mucinas, fornecendo proteção contra invasão de microrganismos 

patogênicos e antígenos microbianos), e proteinas do complexo Junção de Oclusão (JO) 

(formada por proteínas denominadas tight junctions (TJs) pertencentes à família das claudinas, 

ocludinas, zonulinas e das moléculas de adesão juncional - JAM), as quais funcionam como 

uma vedação entre as células epiteliais adjacentes, atuando como barreira a moléculas e 

microrganismos nocivos). Outras células que merecem destaque são as células de Paneth 

(células secretoras de peptídeos antimicrobianos), e as células M (microfold cells), as células 

dendríticas, os linfócitos intraepiteliais e células B, os quais  medeiam, respectivamente, o 

transporte, o reconhecimento e apresentação de antígenos às células especializadas do sistema 

imune, e produzem imunoglobulina A secretória (sIgA) para combater patógenos (Peterson & 

Artis, 2014; König et al., 2016; Turner, 2009; Suzuki, 2013; Tsukita et al., 2001; Van Itallie & 

Anderson, 2006; Camilleri et al., 2012; Vancamelbeke & Vermeire, 2017; Salvo Romero et al., 

2015). 

Baseado nas alterações que o 5-FU promove no epitelio intestinal, modelos que 

expliquem a patobiologia da mucosite foram propostos, sendo um desses modelos descrito por 

Sonis (2004), que divide a evolução da mucosite em cinco estágios: (i) iniciação, (ii) resposta 

primária ao dano, (iii) amplificação do sinal, (iv) ulceração e (v) cicatrização (Figura 3): 

23



 

 

 

 

(I) INICIAÇÃO: essa fase tem início rapidamente após a administração da radio 

ou quimioterapia devido a exposição aos agentes citotóxicos que induzem lesões 

ao DNA/RNA, levando a formação de espécies reativas de oxigênio (EROS), as 

quais acabam ocasionando a lesão celular do epitélio basal, endotélio e 

submucosa (Sonis et al., 2004).  

(II) RESPOSTA PRIMÁRIA AO DANO: em decorrência aos danos ocasionados 

ao DNA/RNA e a produção de EROS descritos anteriormente, ocorre a ativação 

de diversas vias de transdução de sinal como a via NF-кB (Chang et al., 2012), 

que transmitem sinais dos receptores na superfície celular para o interior da 

célula, induzindo a expressão de diversos mediadores inflamatórios, tais como 

IL-8, TNF-α, COX-2, IL-6, IL-1β e iNOS, os quais possuem papéis importantes 

na toxicidade da mucosa, aumentando a lesão tecidual e induzindo a apoptose 

celular (Logan et al., 2007; Chang et al., 2012; Li et al., 2017). 

(III) AMPLIFICAÇÃO DE SINAL: além de causar danos aos tecidos, a presença 

de citocinas pró-inflamatórias ativam vias que aumentam a produção de outros 

mediadores inflamatórios, amplificando o sinal via mecanismo de feedback 

positivo. Consequentemente, o aumento na produção desses fatores inicia uma 

cascata de reações inflamatórias que leva à ativação de metaloproteinases de 

matriz, cuja produção culmina em danos teciduais adicionais, exacerbando a 

lesão (Sonis, 2004).  

(IV) ULCERAÇÃO: Devido à perda da integridade da mucosa há formação de 

úlceras, e aumento da permeabilidade intestinal, facilitando a translocação 

bacteriana (Cinausero et al., 2017). Além disso, observa-se o aumento da 

profundidade das criptas, encurtamento das vilosidades, levando a diminuição 

da área absortiva e aumento do infiltrado de células como neutrófilos, eosinófilos 

e macrófagos, que migram para o local da lesão via quimiotaxia, onde 

reconhecem, fagocitam e destroem as bactérias patogênicas e antígenos 

exógenos (Sonis, 2004; Soares et al., 2013; Villa & Sonis, 2015). 

(V) CICATRIZAÇÃO: após a interrupção do tratamento, ocorre a cicatrização das 

lesões por meio da proliferação e diferenciação celular (Sonis, 2004). 

 

24



 

 

 

 

 

Figura 3: Fases da mucosite intestinal. Fases da mucosite intestinal. A fase de iniciação ocorre no primeiro 

momento em que a mucosa intestinal é exposta à toxicidade do 5-FU, promovendo danos ao DNA e induzindo a 

produção de espécies reativas de oxigênio. Consequentemente, várias vias de transdução de sinais são ativadas 

(resposta ao dano primário), como a via NF-кB, propiciando a indução de vários mediadores pro-inflamatórios 

(IL-8, TNF-α, COX-2, IL-6 e IL-1β) que desempenham papéis importantes na toxicidade da mucosa. Esses 

mediadores, por sua vez, causam amplificação do sinal via mecanismo de feedback positivo, ativando vias que 

aumentam a inflamação e o estresse oxidativo, exacerbando a lesão, e destruindo progressivamente a mucosa, o 

que leva à fase de ulceração. A cicatrização espontânea da lesão ocorre após interrupção do tratamento, 

caracterizada por proliferação, e diferenciação celular, e consequentemente restauração da mucosa (adaptado de 

Batista et al., 2020). 

 

 Apesar de sua relevância clínica, não existe até o momento um protocolo padrão ouro 

para o tratamento deste grave efeito colateral (Lalla et al., 2014). As opções de tratamento 

existentes são limitadas e em geral não promovem o reparo da mucosa, sendo utilizados 

antimicrobianos, antibióticos e analgésicos apenas para aliviar os sintomas provocados pela 

inflamação. Por esse motivo, estudos que visem descrever e caracterizar os mecanismos 

envolvidos na progressão dos sintomas ainda são necessários, como também o desenvolvimento 

de novas terapias que promovam o reparo tecidual sem comprometer os efeitos antineoplásicos 

do tratamento (Smith et al., 2008; Wang et al., 2016). Entre essas alternativas terapêuticas, 

destacam-se o uso de probióticos, devido as propriedades imunomoduladoras que estes 

microrganismos são capazes de induzir. 
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2.2 Probióticos como alternativa terapêutica para a mucosite intestinal 

O termo probiótico é definido como “microrganismos vivos que, quando ingeridos em 

quantidades adequadas, conferem benefícios para a saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). 

Para ser efetivamente categorizado como probiótico, o microrganismo além de conferir algum 

benefício à saúde do hospedeiro, deve cumprir com outros pré-requisitos como: i) não possuir 

propriedades patogênicas; ii) resistir ao ambiente gastrointestinal, como a acidez, enzimas 

digestivas e os sais biliares; iii) ser estável, permanecendo viável desde os processos de 

manipulação, estocagem industrial até o consumo; e iv) ser capaz de modular o sistema 

imunológico (Turner, 2009; Tripathi & Giri, 2014; Kleerebezem et al., 2019). 

Diversos estudos têm demonstrado que os benefícios conferidos à saúde pelo consumo 

dos probióticos está atrelado principalmente às funções exercidas sobre o trato gastrointestinal 

(Rehman et al., 2012; Shi et al., 2017). Os principais mecanismos de ação dos probióticos 

relacionados ao trato gastrointestinal incluem (Figura 4): 

(i) Exclusão competitiva dos patógenos por meio da competição por nutrientes e 

sítios de adesão à mucosa, gerando exclusão competitiva de patógenos intestinais 

como, por exemplo, Salmonella enterica Typhi, Escherichia coli, Proteus 

vulgaris e Acinetobacter baumannii (Collado et al., 2010; Halder et al., 2017; 

Monteagudo-Mera et al., 2019; Plaza-Diaz et al., 2019); 

(ii) Produção de compostos antimicrobianos como as bacteriocinas, e outras 

substâncias como peróxido de hidrogênio, ácidos orgânicos voláteis, ácido láctico 

e ácido acético que também podem afetar o crescimento de bactérias 

potencialmente patogênicas como Gardnerella vaginalis (Gaspar et al., 2018), 

Listeria monocytogenes (Liu et al., 2017), E. coli e Staphylococcus aureus (Yi et 

al., 2016), entre outros; 

(iii) Produção e secreção de ácidos graxos de cadeia curta (Short Chain Fatty Acids- 

SCFAs) tais como acetato, propionato e butirato, compostos importantes na 

diferenciação e proliferação celular, podendo também atuar na sinalização de vias 

imunológicas, induzindo a expressão de marcadores anti-inflamatórios (Batista et 

al., 2020; Parada Venegas et al., 2019); 

(iv) Modulação do sistema imune por meio da interação com as células do epitélio 

intestinal e células do sistema imune inato e adaptativo associados ao intestino 

(células dendríticas, monócitos, macrófagos e linfócitos) (Azad et al., 2018), 
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estimulando a produção de citocinas, células T reguladoras (Tregs) e produção de 

imunoglobulinas como a IgA secretória (sIgA) (Batista et al., 2020); e 

(v) Proteção da barreira intestinal por meio da indução da produção e secreção de 

mucina pelas células caliciformes, e do aumento da expressão de genes 

relacionados à composição das proteínas de junção firme (tight juctions), como 

claudinas, ocludina e zonulina, reduzindo, assim, a permeabilidade intestinal 

paracelular (Anderson et al., 2010; Ewaschuk et al., 2008; Lépine et al., 2018). 

 

 
Figura 4: Os principais mecanismos de ação dos probióticos no trato gastrointestinal incluem: 1) exclusão 

competitiva de patógenos; 2) produção de compostos antimicrobianos; 3) produção e secreção de ácidos graxos 

de cadeia curta; 4) modulação do sistema imunológico e 5) proteção da barreira intestinal por meio do aumento 

das proteínas tight junctions, produção de mucinas e IgA secretória. 

 

A progressão e severidade da mucosite está intrinsicamente associada à desregulação da 

microbiota intestinal. Nesse contexto, a modulação da microbiota por meio da administração 

oral de bactérias probióticas torna-se uma estratégia terapêutica promissora para atenuar a 

mucosite induzida pelo agente quimioterápico 5-FU (Li et al., 2017; Van vliet et al., 2010; Von 

Bültzingslöwen et al., 2003).  

Por exemplo, a administração de Bifidobacterium infantis (1×109 CFU) foi capaz de 

reduzir os sintomas associados à mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos, levando a uma 

melhora dos índices relacionados ao peso corporal, a altura das vilosidades, além de reduzir a 

expressão de NF-κB e fatores pró-inflamatórios (IL-1β e TNF) nos animais (Yuan et al., 2015). 

O efeito protetor desta mesma linhagem foi investigado também em um modelo sinérgico de 

tratamento de câncer colorretal utilizando os quimioterápicos 5-FU e Oxaliplatina, sendo 

observado melhora nos danos da mucosa intestinal, redução da resposta do tipo Th1 e Th17 e 

aumento da resposta de CD4+ CD25+Foxp3+Tregs (Mi et al., 2017). 
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Um estudo em humanos também demonstrou que a administração da formulação 

probiótica Colon DophilusTM em 46 pacientes com câncer de colorretal e submetidos ao 

tratamento com irinotecano levou a uma redução da incidência de diarréia grave e enterocolite. 

Essa formulação é composta pelos microrganismos Bifidobacterium breve, Bifidobacterium 

bifidum, Bifidobacterium longum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermopilus, Lactobacillus brevis 

e Bifidobacterium infantis enriquecidos com o prebiótico inulina, maltodextrina, estearato de 

magnésio e ácido ascórbico, mostrando-se seguro e efetivo na redução da gravidade da 

toxicidade gastrointestinal causada pelo quimioterápico (Mego et al., 2015). 

Adicionalmente, a administração oral de L. acidophilus (16×109 UFC/Kg) demonstrou 

ser capaz de diminuir a lesão intestinal ocasionada por 5-Fluorouracil (5-FU) (450 mg/kg) 

através da inibição da sinalização da via NF-κB e redução dos níveis das citocinas pró-

inflamatórias TNFα, IL1β e da quimiocina CXCL-1 (Justino et al., 2015).  

Todos estes resultados revelam os efeitos terapêuticos promissores dos probióticos na 

mucosite intestinal. No entanto, deve-se ressaltar que estes efeitos são espécie e linhagem 

dependentes (McFarland, et al., 2018), o que mostra a necessidade que novos probióticos sejam 

identificados e seus efeitos e mecanismos devem ser avaliados.  

 

2.3 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133: uma promissora linhagem 

probiótica 

Uma linhagem que vem tendo suas propriedades benéficas exploradas é a Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133. Esta linhagem foi isolada do leite de vaca cru na região 

de La Plata da Argentina, e pertence à coleção de culturas do Centro de Investigação e 

Desenvolvimento em Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) da Universidade Nacional de La 

Plata (UNLP), na Argentina. Essa linhagem tem emergido nos últimos anos como uma 

promissora bactéria probiótica, cujos efeitos benéficos e de segurança vem sendo reportados 

(Kociubinski et al., 1996; Rolny et al., 2016; De Jesus et al., 2019), ampliando os campos para 

estudo e aplicações deste microrganismo. 

Kociubinski e colaboradores (1999) demonstraram pela primeira vez, em estudos in vitro, 

a capacidade de CIDCA 133 de resistir aos sais biliares. Posteriormente, um estudo de 

Probiogenômica dessa linhagem relatou a presença de diversos genes codificadores de proteínas 

associadas à resistência a diferentes estresses (acidez, sais biliares, salinidade, temperatura) (de 

Jesus et al., 2021), que podem estar relacionados à sua capacidade de sobreviver à passagem 
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pelo trato gastrointestinal e durante a produção e armazenamento de produtos fermentados 

derivados dessa linhagem.  

CIDCA 133 é capaz também de inibir o crescimento de patógenos envolvidos no 

processo de deterioração de alimentos e causadores de diarreia sanguinolenta, como 

Pseudomonas aeruginosa (Kociubinski et al., 1996) e E. coli enterohemorrágica (EHEC) 

(Hugo et al., 2008), respectivamente. Adicionalmente, esta linhagem também foi capaz de 

estimular o sistema imune inato e adaptativo de células eucarióticas infectadas com Bacillus 

cereus e Citrobacter rodentium (Hugo et al., 2017; Rolny et al., 2016), demonstrando 

propriedades imunomodulatórias importantes para controlar infecções por agentes patogênicos.  

Aspectos relacionados à segurança do consumo da linhagem também vêm sendo 

explorados, sendo que não foram observados alterações clínicas, danos inflamatórias ou 

histopatológicos em animais sadios que consumiram a linhagem (de Jesus et al., 2021b). Além 

disso, o consumo de CIDCA 133 foi capaz de estimular a expressão gênica de citocinas com 

perfil anti-inflamatório (como Il10 e Tgfb1), inibir a expressão do gene Nfkb1 (p105) (de Jesus 

et al., 2021a), reduzir a expressão gênica do o marcador de stress oxidativo (nos2) e aumentar 

ou não alterar a expressão dos marcadores de barreira epitelial, como as proteínas de junção 

firme ocludina, claudina 2, e zonulina (de Jesus et al., 2021b). 

Efeito anti-inflamatório e enteroprotetor de CIDCA 133 contra danos ocasionados à 

mucosa intestinal após a administração do quimioterápico 5-FU (300mg/kg) foi previamente 

demonstrado por nosso grupo de pesquisa, por meio da administração de uma formulação de 

leite fermentado pela linhagem. Foram observados resultados promissores tanto na recuperação 

da arquitetura do epitélio com prevenção na degeneração de células caliciformes, quanto na 

redução da permeabilidade intestinal, secreção de IgA e do infiltrado de células 

polimorfonucleares (de Jesus et al., 2019). No entanto, não se conhece os mecanismos 

moleculares associados a esse efeito enteroprotetor.  

Assim, diante de todos os resultados obtidos por estudos in vitro e in vivo, CIDCA 133 

tem despertado o interesse do nosso grupo de pesquisa e despontado com resultados 

imunomoduladores satisfatórios, abrindo espaço para que novos estudos sejam realizados, e 

explorem o potencial probiótico e biotecnológico dessa linhagem, como por exemplo sua 

eficácia terapêutica em diferentes modelos de doenças inflamatórias e sua aplicação como 

potencial linhagem carreadora de moléculas terapêuticas (proteínas recombinantes) usadas em 

abordagem de terapia gênica. 
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2.4 Produção de Moléculas Recombinantes para o tratamento da Mucosite 

Intestinal 

Além dos probióticos, novas terapias como o uso de proteínas anti-inflamatórias 

recombinantes também vendo exploradas em diferentes condições patológicas inflamatórias. 

No entanto, ao contrário de linhagens probióticas selvagens, poucos estudos exploram o 

potencial de linhagens probióticas recombinantes para expressão/entrega de moléculas 

terapêuticas na mucosite intestinal (Carvalho et al., 2018; Jacouton et al., 2019; Ma et al., 2014; 

Rezende et al., 2013). 

Um dos poucos estudos é o relatado por Caluwaerts e colaboradores (2010), o qual 

mostrou que a linhagem recombinante L. lactis AG013 secretora do fator trefoil humano 1 

(hTFF-1) foi capaz de reduzir a progressão e a severidade da mucosite oral induzida por 

radiação em hamster. Carvalho e colaboradores (Carvalho et al., 2017) utilizando também uma 

linhagem recombinante demonstraram que a cepa L. lactis NZ9000 carreando o sistema de 

expressão heteróloga induzível por nisina (NICE) para expressão da proteína associada a 

pancreatite I (PAP) foi capaz de prevenir a mucosite intestinal induzida por 5-FU em modelo 

murino. Foi observado que o tratamento com essa linhagem foi capaz de preservar a arquitetura 

das vilosidades, aumentar a atividade das células de Paneth (Carvalho et al., 2017), e suprimir 

o crescimento de Enterobacteriaceae durante a inflamação (Carvalho et al., 2018). 

Diante dos importantes achados relatados nos estudos utilizando linhagens probióticas 

selvagens ou recombinantes, acreditamos que este é um caminho importante a ser explorado 

visando à consolidação dos probióticos como alternativa terapêutica para o tratamento desta e 

outras desordens intestinais.  

2.5 Vacinas de DNA 

Atrelado aos efeitos benéficos dos probióticos, novos vetores vêm sendo desenvolvidos 

para a entrega de moléculas de interesse biotecnológico por estes microrganismos. Entre esses 

vetores, destacam-se os de “vacinas de DNA”, que são usados tanto em abordagens terapêuticas 

como de vacinação. 

Basicamente, a vacina de DNA padrão consiste fundamentalmente em um plasmídeo 

formado por duas regiões: uma região de replicação procariótica e outra região de expressão 

eucariótica, responsável por codificar um ou mais antígenos vacinais (Ingolotti et al., 2010) 

(Figura 5). 

A região de propagação procariótica consiste em uma origem de replicação bacteriana, 

que permite a propagação e amplificação dos plasmídeos em bactérias e um marcador de 
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seleção responsável pela estabilidade e manutenção do plasmídeo na célula bacteriana. 

Geralmente os marcadores de seleção correspondem a genes cujos produtos conferem 

resistência a antibióticos, ou podem ser marcadores considerados food-grade como os genes de 

complementação auxotrófica ou que conferem imunidade à bacteriocinas, resistência a metais 

pesados, etc (Ingolotti et al., 2010; Landete, 2017). 

A região de expressão eucariótica, em contraponto, contém a unidade de transcrição 

composta por: (i) o promotor, geralmente um promotor viral constitutivo que permite um alto 

nível de expressão da ORF de interesse em células eucarióticas; (ii) o sítio de múltipla clonagem 

onde a ORF do gene de interesse é inserido, e (iii) sequências de consenso específicas como a 

sequência de Kozak, o códon de parada e a cauda Poli (A) (Hobernik & Bros, 2018). O promotor 

do citomegalovírus (pCMV) é o mais utilizado atualmente sendo considerado bastante forte na 

promoção da expressão constitutiva do gene de interesse (Kutzler & Weiner, 2008). A presença 

da sequência de Kozak (ACCATGG) é importante uma vez que se faz necessária no mRNA 

eucariótico para iniciar a síntese proteica enquanto que, para se garantir a terminação correta 

da sequência polipeptídica, também é importante inserir um ou mais códons de parada. A adição 

da sequência sinal de poliadenilação (AAUAAA), por sua vez, é necessária para a correta 

finalização da transcrição, adição da cauda poli-A e exportação do mRNA do núcleo para o 

citoplasma, conferindo maior estabilidade ao mRNA (Xu et al., 2002; Kutzler & Weiner, 2008). 

 

Figura 5: Representação esquemática de um plasmídeo para utilização como vacina de DNA carreada por 

bactérias. Na parte da esquerda da figura está representada a região de propagação procariótica, responsável pela 

propagação e manutenção do plasmídeo vacinal na célula bacteriana. Essa região contém uma origem de replicação 

procariótica e um marcador de seleção. A parte da direita da figura representa a região de expressão eucariótica 

31



 

 

 

 

composta pelo promotor, a sequência de Kozak, o sítio de clonagem múltipla, o códon de parada e a sequência do 

sinal de poliadenilação (Poli-A) (Adaptado de Coelho-Rocha et al., 2020). 

Para que a vacinação com DNA seja bem-sucedida o plasmídeo vacinal deve atingir o 

núcleo das células alvo para que a transcrição da ORF (do inglês, Open Reading Frame) do 

gene de interesse ocorra. No entanto, para que isso ocorra é necessário transpor uma série de 

barreiras que impedem a transferência do DNA exógeno para o seu alvo.  

As vacinas de DNA podem ser administradas por vias invasivas como as vias 

intradérmica, intraperitonial, subcutânea e intramuscular (Cherif et al., 2011; Doria-Rose, 

2003), ou por vias não invasivas, como a via de mucosas (Guimarães et al., 2009). A via 

invasiva é a mais empregada em estudos com vacinas de DNA, sendo a injeção intramuscular 

a mais comumente utilizada (Kutzler & Weiner, 2008). Muitas vezes, as vacinas administradas 

por esta via utilizam o DNA “nu”, o que requer múltiplas doses e grandes quantidades do 

plasmídeo para se obter os resultados desejados de imunização, uma vez que o plasmídeo 

administrado é pobremente distribuído e pode ser rapidamente degradado pelo organismo, 

inviabilizando o processo de imunização (Babiuk, 2003; Le et al., 2000; Wang et al., 2008). 

Com o objetivo de otimizar a entrega de vacinas de DNA diretamente no interior das células 

alvo, diversos métodos de transfecção celular vêm sendo testados, como o uso de bactérias 

carreadoras destes plasmídeos. 

Diversos estudos visando utilizar bactérias como vetores de vacinas de DNA têm sido 

conduzidos, os quais utilizam principalmente patógenos intracelulares atenuados, como 

Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica e 

Escherichia coli, para este fim (Schoen et al., 2004; Daudel et al., 2007). No entanto, uma 

grande preocupação com a questão da segurança do uso de patógenos atenuados é o risco 

residual associado à possibilidade de reversão à forma do fenótipo patogênico, não sendo 

totalmente seguros para uso humano, especialmente em crianças e pacientes 

imunocomprometidos (DUNHAM, 2002). Assim, considerando esse risco, a utilização de 

bactérias não patogênicas, tais como diversos representantes do grupo Bactérias do Ácido 

Lático (BAL), é uma alternativa atraente para uso como veículo de entrega de plasmídeos 

vacinais (Wells & Mercenier, 2008; Wells, 2011), devido algumas linhagens apresentarem 

nível de segurança conhecido, bem como propriedades imunomoduladoras e benéficas ao 

hospedeiro. 

O mecanismo pelo qual ocorre a translocação intracelular do plasmídeo vacinal das 

bactérias para o núcleo da célula hospedeira ainda é pouco conhecido. Entre as principais 

hipóteses sobre seu mecanismo de ação sugere-se que, depois de administradas por exemplo 
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pela via oral, as bactérias carreadoras da vacina de DNA entram em contato com a superfície 

intestinal, onde são reconhecidas e fagocitadas pelas células epiteliais intestinais (CEIs), como 

as células M e os enterócitos, ou pelas células imunes, como as células dendríticas (CD) 

(Kaiserlian & Etchart, 1999; Weiss & Chakraborty, 2001; Wells, 2011; Mancha-Agresti et al., 

2017; Coelho-Rocha et al., 2018). Este reconhecimento possivelmente se dá através dos 

receptores de reconhecimento de padrões (receptores Toll-like e Nod-like) que podem 

responder a alguns componentes bacterianos conhecidos como padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs), que por sua vez, agem como antígenos naturais após a invasão das 

células hospedeiras (Barbosa & Rescigno, 2010). Após entrar nas células eucarióticas 

(enterócitos, células M ou células dendríticas), as bactérias são geralmente englobadas por uma 

vesícula primária fagolisossômica, levando à lise celular e à liberação do plasmídeo vacinal no 

citoplasma celular e que pode então migrar para o núcleo através da rede de microtúbulos e 

suas proteínas motoras associadas. No núcleo, a ORF de interesse será transcrita para 

subsequente síntese proteica usando a maquinaria celular do próprio hospedeiro (Weiss & 

Chakraborty, 2001). O antígeno expresso pode ser apresentado pelo MHC de classe I para ativar 

as células T CD8+, ou também pode ser expresso como proteína extracelular apresentada pelo 

MHC de classe II para ativar a produção de anticorpos e a resposta da célula auxiliar T CD4+, 

induzindo assim respostas imunológicas celular e humoral específicas contra o antígeno 

codificado (de Azevedo et al., 2015; Pontes et al., 2011) (Figura 6). 

 

Figura 6: Representação esquemática do mecanismo proposto para o sistema de entrega de vacina de DNA 

em células de mamíferos usando como veículo de entrega linhagens bacterianas. (I) Administração oral das 

bactérias recombinantes; (II) na superfície intestinal as bactérias entram em contato com as células da mucosa, 
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onde são reconhecidas pelas células M (roxo), enterócitos (amarelo) ou células imunes, como as células dendríticas 

(rosa). (III) As bactérias são absorvidas pelo complexo fagolisossômico e lisadas (IIIa e IIIb); o plasmídeo vacinal 

escapa da vesícula e atinge o núcleo da célula hospedeira (IIIc). Dentro do núcleo ocorre a transcrição do gene de 

interesse (IIId) e (IV) a proteína produzida é exposta ao sistema imunológico, induzindo ambas respostas imunes, 

celular e humoral (Adaptada de (Tavares et al., 2020)). 

 

2.6 Vetor pExu 

Diversos vetores têm sido desenvolvidos para utilização na abordagem de vacina de DNA 

usando bactérias lácticas como veículos de entrega ao nível da mucosa, principalmente 

bactérias do gênero Lactococcus (Guimarães et al., 2006b; Guimarães et al., 2009; Tao et al., 

2011; Mancha-Agresti et al., 2017; Yagnik et al., 2018). Visando ampliar a utilização de outras 

BAL como carreadores de vacina de DNA, nosso grupo construiu um novo vetor denominado 

pExu (Extra Chromosomal Unit) com tamanho de 6854 Kb e que apresenta amplo espectro de 

utilização (Mancha-Agresti et al., 2017). Este plasmídeo possui uma origem de replicação do 

tipo teta, o que o torna mais estável tanto estrutural quanto segregacionalmente, e o gene que 

confere resistência à eritromicina como marcador de seleção. Sua funcionalidade foi avaliada 

após a clonagem da ORF do gene repórter egfp (proteína fluorescente verde), cuja expressão 

foi observada in vitro, após transfecção em cultura de células eucarióticas mamíferas, e também 

in vivo, no intestino delgado de camundongos BALB /c após gavagem com Lactococcus lactis 

MG1363 (pExu:egfp) (Mancha-Agresti et al., 2017). Além das propriedades citadas acima, este 

vetor foi também utilizado com sucesso em diferentes bactérias (E. coli Top10, L. lactis 

MG1363, Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 e L. delbrueckii CIDCA 133) e apresentou 

estabilidade para se replicar em todas as linhagens testadas até o momento. 

A aplicabilidade do pExu foi demonstrada por Coelho-Rocha e colaboradores (2018) 

usando a cepa microencapsulada de L. lactis MG1363 transportando o vetor pExu codificando 

a ORF do gene repórter da proteína fluorescente vermelha mCherry (L. lactis pExu:mCherry). 

A linhagem foi testada em camundongos BALB/c e avaliada em diferentes momentos pós-

administração. A expressão de mCherry foi observada em todas as porções do intestino, 

demonstrando que a entrega do vetor pExu:mCherry por L. lactis às células eucarióticas in vivo 

foi eficiente e o plasmídeo foi capaz de atingir o núcleo das células, permitindo a expressão da 

proteína (Coelho-Rocha et al., 2018).  

Devido a sua versatilidade, o vetor pExu pode ser usado para a entrega de diferentes 

moléculas de interesse terapêutico, como por exemplo as proteínas de choque térmico (HSPs), 

cujos efeitos imunomodularores vêm sendo reportados. 
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2.7 A proteína do choque térmico Hsp65 de Mycobacterium leprae 

As proteínas de choque término ou Heat Schok Proteins (Hsps) são chaperonas 

moleculares importantes para a sobrevivência das células procarióticas e eucarióticas. Em 

particular, elas ajudam proteínas recém-sintetizadas a atingir sua conformação ativa, mediam 

seu transporte através dos canais de membrana e as protegem contra desnaturação, agregação 

ou diversos tipos de estresse, por exemplo, estresses oxidativo e térmico (Wallin et al., 2002; 

Saibil, 2013; Niforou et al., 2014).  

As Hsps são classificadas de acordo com seu peso molecular em kilodaltons (kDa), sendo 

as mais estudadas a Hsp60, Hsp70 e Hsp90, equivalentes aos pesos de 60, 70 e 90 kDa, 

respectivamente (Ellis, 1990). Essas proteínas foram altamente conservadas ao longo do 

processo evolutivo e por isso, são altamente homólogas entre as diferentes espécies, 

provavelmente por exercerem funções básicas na manutenção da célula e são encontradas em 

praticamente todos os compartimentos subcelulares, incluindo o núcleo, o citosol, as 

mitocôndrias e o retículo endoplasmático (Pechmann et al., 2013; Niforou et al., 2014). Essa 

alta homologia pode levar a um reconhecimento imunológico cruzado entre elas; os anticorpos 

e células T contra Hsp60 e Hsp70, bacterianas, por exemplo, também reconhecem Hsp60 e 

Hsp70, mamíferas e vice-versa (Srivastava, 2002; Tsan & Gao, 2004; van Eden et al., 2005). 

Em condições normais as Hsps são expressas constitutivamente nas células, enquanto que 

em condições de estresse, passam a ser super expressas. Normalmente, essas proteínas 

constituem 5% do total de proteínas intracelulares, mas sob condições adversas passam a 

representar 15% ou mais (Srivastava, 2002). Dentre essas condições adversas, podemos citar o 

aumento da temperatura, a deficiência nutricional, a exposição a mediadores pró-inflamatórios 

(TNF e IFN-γ), o estresse oxidativo, o tratamento com drogas anti-inflamatórias não esteróides, 

a infecção viral, a radiação ultravioleta, os metais pesados e as neoplasias (Tsan & Gao, 2004; 

van Eden et al., 2005). 

Contudo, uma das funções mais importantes das Hsps está relacionada com sua influência 

na regulação do sistema imune (Nishikawa et al., 2008). Estas proteínas podem ativar o sistema 

imune através de diversos receptores de superfície, como TLR2, TLR4, CD14, CD91 e CD40 

(Binder et al., 2004). De um modo geral, as Hsps parecem ser importantes candidatas para a 

indução de células T reguladoras, tornando-se potenciais alternativas para o uso terapêutico da 

tolerância oral em doenças inflamatórias e autoimunes (Rezende et al., 2013). 

Assim, a proteína Hsp65 derivada de Mycobacterium leprae, proteína homóloga a Hsp60 

dos mamíferos, tem sido utilizada com sucesso na prevenção e/ou tratamento de doenças 
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inflamatórias, em modelos experimentais, como a encefalomielite (Rezende et al., 2013), a 

diabetes tipo 1 (Oliveira, 2014), a colite ulcerativa (Gomes-Santos et al., 2017), dentre outras.  

Rezende e colaboradores (2013) demonstraram que a administração oral de L. lactis, 

expressando Hsp65, foi capaz de impedir o desenvolvimento de encefalomielite auto-imune 

experimental (EAE). Os autores observaram um reduzido infiltrado celular inflamatório e 

ausência de sinais de lesão na medula espinhal. Relataram também uma redução de IL-17 e 

aumento de IL-10 nos linfonodos mesentéricos e na cultura de célula do baço. Os animais que 

receberam essa linhagem tiveram também um aumento de Tregs CD4+ Foxp3+ e Tregs CD4+ 

LAP+ no baço, linfonodo mesentérico e inguinal e na medula espinhal, sugerindo que essa 

linhagem seja capaz de estimular a expansão de células T reguladoras envolvidas no controle 

do desenvolvimento da EAE em camundongos (Rezende et al., 2013). 

Utilizando a mesma estratégia, Oliveira (2014) verificou que a administração de L. lactis, 

expressando Hsp65, levou a uma expansão de células Tregs CD4+ Foxp3+ e CD4+ LAP+ no 

baço e nos linfonodos mesentéricos dos animais imunizados em um modelo animal para 

diabetes de tipo 1 demonstrando também o envolvimento das células Treg no desenvolvimento 

e controle da doença. 

Adicionalmente, Gomes-Santos e colaboradores (2017) utilizando a mesma linhagem de 

L. lactis expressando Hsp65 observou, no modelo de colite induzida por DSS, uma redução da 

perda de peso, bem como diminuição da diarreia e do sangramento retal pelos camundongos 

tratados. A proteção da mucosa foi acompanhada por níveis diminuídos de TNF-α, IL-6, IL-4 

e IL-5, aumento de IL-10 no cólon e de células Tregs no baço. Em camundongos IL-10-/-, a 

administração dessa molécula reduziu os sinais da inflamação e aumentou a frequência de 

células Tregs CD4+ LAP+ e os níveis de TGF-β no cólon, no entanto, não foi capaz de reduzir 

a infiltração inflamatória das células neste órgão, apontando a importância da IL-10 nos 

mecanismos imunomoduladores induzidos pela linhagem produtora de Hsp65 neste modelo de 

doença (Gomes-Santos et al., 2017). 

Mais recentemente, Guerra e colaboradores (2021) demonstraram que a administração 

oral desta mesma cepa recombinante de L. lactis secretora de Hsp65 de Mycobacterium leprae, 

também foi capaz de atenuar os efeitos da inflamação causada pela infecção por Leishmania 

braziliensis, com produção de citocinas anti-inflamatórias e expansão de células T reguladoras 

nos linfonodos dos camundongos. 

Assim,  baseado nos achados dos trabalhos acima, no efeito probiótico de CIDCA 133 e 

na aplicação do vetor pExu para entrega de diferentes moléculas de interesse biotecnológico, 
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acreditamos que a entrega direcionada do plasmídeo vacinal pExu carreando a ORF de Hsp65 

usando a linhagem CIDCA 133 como vetor de entrega se apresenta como uma estratégia para 

potencializar os resultados positivos já obtidos pela utilização da linhagem selvagem, e surge 

como alternativa atraente para o desenvolvimento de novas estratégias de prevenção ou 

tratamentos mais eficazes para a mucosite intestinal.  

Como fechamento dessa Revisão Bibliográfica apresentamos o capítulo Recombinant 

Probiotics and Microbiota Modulation as a Good Therapy for Diseases Related to the 

GIT, publicado em 24 de março de 2019 no livro “The Health Benefits of Foods - Current 

Knowledge and Further Development” da editora IntechOpen (Londres), doi: 

10.5772/intechopen.88325, onde os principais aspectos do trato gastrointestinal e sua 

microbiota são abordados, além de discorrer brevemente sobre algumas doenças inflamatórias 

intestinais e os principais estudos já reportados utilizando bactérias probióticas selvagens ou 

recombiantes no tratamento ou prevenção destas doenças.  
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3 RELEVÂNCIA DA TESE 

A utilização de microrganismos probióticos têm ganhado bastante notoriedade nas 

últimas décadas, não apenas pela sua importância na indústria alimentícia, mas também devido 

ao seu potencial terapêutico principalmente no tratamento de disbiose gastrointestinal e em 

doenças crônicas, metabólicas e genéticas graves (Mitsuoka, 2014).  

As principais bactérias com perfil probiótico utilizadas para este fim fazem parte do grupo 

das bactérias do ácido láctico (Bintsis, 2018). Visando potencializar os efeitos probióticos 

dessas linhagens selvagens, o crescente avanço da biotecnologia e o desenvolvimento de várias 

técnicas de biologia molecular têm permitido a construção de diferentes linhagens 

recombinantes de BAL com propriedades anti-inflamatórias. Exemplos bem relatados incluem 

a construção de linhagens recombinantes de L. plantarum (Han et al., 2006), S. thermophilus 

(Del Carmen et al., 2014), L. casei BL23 (Leblanc et al., 2011; Watterlot et al., 2010) e L. lactis 

(De Moreno De Leblanc et al., 2008) capazes de expressar moléculas anti-inflamatórias em 

diversos modelos animais de doenças inflamatórias (De Moreno De Leblanc et al., 2015; Wang 

et al., 2016).  

Dentre essas moléculas, as proteínas de choque térmico (do inglês, Heat shock proteins – 

Hsps), em especial a proteína Hsp65 derivada de M. Leprae, tem recebido grande destaque pelo 

nosso grupo de pesquisa, relatando resultados positivos da utilização desta proteína sobre a 

imunomodulação nos modelos experimentais de colite (Gomes-Santos et al., 2017), 

encefalomielite autoimune experimental (Rezende et al., 2013), artrite (Gusmao-Silva et al., 

2020) e no modelo de inflamação decorrente da infecção por Leishmania braziliensis (Guerra 

et al., 2021). 

Embora ainda haja diversas questões quanto a biossegurança no uso de bactérias 

geneticamente modificadas, as enormes vantagens associadas à essas novas abordagens vêm 

fortalecendo seu uso nas pesquisas atuais e colocando-as como estratégias terapêuticas 

promissoras para uso em humanos no futuro. 

Assim, a construção da linhagem recombinante CIDCA 133 (rCIDCA 133:Hsp65) e o 

estudo da capacidade imunomoduladora das linhagens, recombinante e selvagem, em modelo 

murino de mucosite intestinal tem impacto imediato no campo da vacinologia e terapêutica, e 

poderá contribuir para a melhor compreensão da imunidade das superfícies de mucosas 

associadas à utilização de bactérias lácticas com potencial probiótico, além de fornecer 

embasamentos científicos sobre a eficácia e segurança da utilização de bactérias lácticas 

recombinantes como carreadores de vacinas de DNA. 
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4 OBJETIVOS  

4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos com o efeito enteroprotetor de 

Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 selvagem e recombinante (pExu:hsp65) em modelo de 

mucosite intestinal. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos com o efeito enteroprotetor de CIDCA 

133. 

 Construir e avaliar a funcionalidade do vetor pExu:hsp65 em células eucarióticas. 

 Avaliar o efeito terapêutico do vetor pExu:hsp65 carreado por CIDCA 133 em modelo 

de mucosite intestinal. 

 Avaliar os mecanismos associados ao efeito terapêutico do vetor pExu:hsp65 carreado 

por CIDCA 133 em modelo de mucosite intestinal. 
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5 CAPÍTULO I:  Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 Ameliorates Chemotherapy-

Induced Mucositis by Modulating Epithelial Barrier and TLR2/4/Myd88/NF-κB 

Signaling Pathways 

 

Publicado em: Frontiers Microbiology; Fator de impacto (atual): 6.064 

DOI: 10.3389/fmicb.2022.858036 

 

Devido aos efeitos anti-inflamatórios reportados, o consumo de probióticos tem sido 

considerado uma opção terapêutica promissora para melhorar os danos inflamatórios e epiteliais 

induzidos pela administração de agentes quimioterápicos que causam mucosite intestinal, como 

o 5-Fluorouracil. A linhagem Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 tem emergido 

como uma promissora bactéria probiótica. No entanto, esta linhagem teve suas propriedades 

probióticas descritas unicamente por meio de estudos in vitro. Nosso grupo de pesquisa foi 

pioneiro na caraterização in vivo da probiose desta linhagem, usando uma formulação de leite 

fermentado em um modelo de inflamação intestinal induzida por 5-FU. Os resultados 

promissores demonstraram que o consumo de CIDCA 133 melhorou a arquitetura do epitélio 

intestinal aletrada por 5-FU, reduzindo a permeabilidade intestinal, o infiltrado de células 

inflamatórias na mucosa e redução da secreção de IgA.  No entanto, não se conhece por quais 

mecanismos moleculares esta linhagem é capaz de melhorar a mucosite intestinal induzida por 

5-FU. Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar se a modulação de marcadores inflamatórios 

e de barreira epitelial estariam associados ao efeito enteroprotetor de CIDCA 133. O estudo foi 

realizado em camundongos BALB/c que consumiram CIDCA 133 (5x107 CFU/mL) por 13 dias, 

sendo que no décimo dia os animais foram inflamados com uma única dose do quimioterápico 5-

FU (300 mg/kg). A modulação de marcadores inflamatórios e da barreira epitelial envolvidos no 

efeito enteroprotetor da linhagem foi investigado por RT-qPCR. Os resultados obtidos reforçam 

que o consumo de CIDCA 133 melhora os danos à mucosa intestinal de camundongos inflamados 

com 5-FU, sendo que a melhora na arquitetura do epitélio intestinal e seu funcionamento envolveu 

a modulação da ativação da via de sinalização inflamatória NF-κB, com subsequente redução na 

expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias (Il6 e Il1b), e aumento na expressão da citocina 

imunoregulatória Il10 e de marcadores envolvidos na função de barreira epitelial como a mucina 2, 

e as proteínas de junção firme: Claudina 1, JAM, e zonulina, sendo, portanto, estes os principais 

mecanismos moleculares associados ao efeito enteroprotetor da linhagem na mucosite intestinal. 
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6 CAPÍTULO II: Intake of Lactobacillus delbrueckii (pExu: hsp65) Prevents the 

Inflammation and the Disorganization of the Intestinal Mucosa in a Mouse Model of 

Mucositis. 

 

Publicado em: Microorganisms; Fator de Impacto (atual): 4.926 

DOI: 10.3390/microorganisms9010107. 

 

Os efeitos benéficos atribuídos ao consumo de BAL com perfil probiótico tem chamado a 

atenção da comunidade cientifica para a utilização desses microrganismos em diferentes 

abordagens biotecnológicas. A fim de potencializar estes efeitos benéficos, pesquisas baseadas 

em técnicas de engenharia genética têm sido realizadas, visando um amplo espectro de 

aplicações dessas bactérias. Diversas proteínas de interesse biotecnológico (como moléculas 

anti-inflamatórias) já foram produzidos por BAL por meio da engenharia genética. Algumas 

novas aplicações desses microrganismos incluem as vacinas de mucosa, no qual estas bactérias 

atuam como veículos para a entrega de plasmídeos vacinais/terapêuticos com cassetes de 

expressão eucariótica, onde a expressão da proteína de interesse é realizada pelas próprias 

células do hospedeiro. Uma das moléculas produzidas por engenharia genética usando BAL é 

a proteína Hsp65 de M. leprae, que cada vez mais vem sendo ratificada como uma estratégia 

eficaz na prevenção de modelos experimentais de IBDs, como a colite ulcerativa. Embora 

muitos estudos com proteínas recombinantes sejam voltados para as IBDs, poucos estudos 

exploram o potencial de linhagens probióticas recombinantes para expressão/entrega de 

moléculas terapêuticas na mucosite intestinal. Diante disso, no trabalho apresentado neste 

capítulo foi realizado a construção do vetor pExu:hsp65 e da linhagem recombinante 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 (pExu:hsp65), denominada aqui de 

rCIDCA 133:HSP65, e avaliado o efeito enteroprotetor dessa linhagem recombinante no 

modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU. Para realizar o estudo, camundongos BALB/c 

foram inflamados com uma única dose do quimioterápico 5-FU (300 mg/kg) e tratados com 

rCIDCA 133:HSP65 (107 CFU/mL) durante 13 dias. Os resultados obtidos demonstraram que o 

tratamento com rCIDCA 133:HSP65 melhorou os danos inflamatórios e histopatológicos 

ocasionados à mucosa intestinal pela administração de 5-FU por meio da modulação de marcadores 

inflamatórios e de barreira epitelial. Além disso, foi observado que os efeitos da linhagem selvagem 

foram potencializados com a produção de Hsp65. Essa abordagem revelou resultados promissores 

da utilização desta linhagem recombinante, abrindo caminho para a validação desta abordagem 

como alternativa terapêutica promissora para as doenças inflamatórias intestinais. 
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 7 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados alcançados por este trabalho até o presente momento nos permitem concluir 

que a administração oral da linhagem Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 conferiu benefícios 

funcionais aos animais com mucosite intestinal induzida por 5-FU, sendo capaz de diminuir a 

perda de peso dos animais inflamados, reduzir o infiltrado inflamatório e os danos na mucosa 

intestinal ocasionaodos pelo agente quimioterápico. Estes achados foram intrinsicamente 

associados à propriedade probiótica da linhagem em inibir a via inflamatória NF-κB e a 

expressão gênica de citocinas de perfil pró-inflamatório, além de aumentar a expressão gênica 

da interleucina imunomodulatória IL10 e das proteínas de junções claudina 1, zonulina e a 

molécula de junção de aderência 1, envolvidas na função de barreira epitelial. 

Por outro lado, o plasmídeo pExu:hsp65 mostrou-se funcional em células eucarióticas, 

uma vez que a expressão da proteína de interesse foi verificada, in vitro, pela técnica de 

imunocitoquímica após transfecção das células. Foi possível observar também que a linhagem 

CIDCA 133 foi eficiente na entrega do pExu:hsp65 no modelo animal in vivo, sendo a linhagem 

recombinante utilizada com sucesso no modelo experimental de mucosite intestinal induzida 

por 5-FU. O tratamento com CIDCA 133 recombinante (rCIDCA 133:HSP65) também foi 

capaz de atenuar os danos inflamatórios e histopatológicos ocasionados por 5-FU. No entanto, 

é necessário ratificar que a linhagem recombinante mostrou-se mais eficiente em melhorar a 

mucosite, uma vez que potencializou a redução do comprimento intestinal, dos níveis de 

infiltrado de neutrófilos, e da expressão gênica de marcadores pro-inflamatórios, como as 

interleucinas Il1b e Il6. A entrega da bactéria recombinante também potencializou a função de 

barreira epitelial via redução da permeabilidade intestinal, preservação das células caliciformes 

produtoras de muco, e aumento na expressão gênica de mucina 2, e também das proteínas de 

junção firme claudina 1, claudina 2 e da molécula de adesão juncional (F11r). 

 Portanto, os achados do nosso trabalho mostram que L. delbrueckii CIDCA 133 selvagem 

e recombinante melhoram a mucosite intestinal induzida por 5-FU, demonstrando serem estratégias 

terapêuticas promissoras direcionadas ao tratamento de doenças inflamatórias intestinais. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

Diante dos resultados promissores alcançados após a administração oral de das linhagens 

de CIDCA 133, selvagem e recombinantes, no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-

FU em camundongos, temos como perspectivas o desenvolvimento de novos estudos com estas 

linhagens, como: 

 Avaliar a modulação da microbiota intestinal por meio de análises de metagenômica das 

fezes; 

 Testar o potencial de CIDCA 133 na formulação de alimentos funcionais, como por 

exemplo na preparação de queijo Minas Frescal, e avaliar o efeito probiótico do mesmo 

em modelos de inflamação; 

  Estudar a capacidade imunomoduladora e anti-inflamatória de CIDCA 133 selvagem e 

rCIDCA 133:HSP65 em outros modelos de doenças inflamatórias que acomete o TGI, 

como por exemplo o modelo murino de colite induzida por DSS (Dextran sulfato de 

sódio) e salmonelose.  
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 ANEXOS 

  

As principais publicações e atividades realizadas durante o período do doutorado (2018-

2022) estão listadas na tabela abaixo:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexos Quantidade Situação 

Créditos concluídos 34 Integralizados 

Artigo científico  

                           1° autor 

                           Co-autor 

 

02 

05 

 

Publicados 

Publicados 
Capítulo de livro  

1° autor 

 

Co-autor 

 

01 

01 

02 

 

Publicado 

Aceito para publicação 

Publicados 
Participação em eventos 

Nacional (participante) 

Nacional (palestrante) 

Internacional 

 

01 

01 

01 

 

Concluído 

Previsto para novembro (2022) 

Concluído 

Cursos 

Mini curso 

Curta duração 

 

02 

02 

 

Concluído 

Concluído 

Organização de eventos 01 Concluído 
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Contribuições Científicas (2018-2022) 
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