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Resumo

As Doengas Inflamatérias Intestinais (Inflammatory Bowel Diseases, IBD) sdo um grupo
de doencas crdnicas que acometem o trato gastrointestinal (TGI). Duas doencas estdo compreen-
didas no grupo das IBDs, sdo elas: a doenca de Crohn (Crohn’s disease, CD) e a colite ulcerativa
(Ulcerative Colitis, UC). A etiologia destas doencas nao é completamente conhecida. Todavia,
sabe-se que a patogénese das IBDs esta relacionada a fatores genéticos, ambientais e alteracdes
na microbiota intestinal. A doenca de Crohn € caracterizada por uma inflamacgao transmural,
niveis altos do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e destrui¢do da mucosa intestinal, afetando
principalmente a regido terminal do ileo, ceco, c6lon e regido perianal. A CD ndo tem cura e
os tratamentos tradicionais visam o controle dos sintomas. Neste contexto, o desenvolvimento
de novas estratégias e agentes terapéuticos para combater as IBDs € essencial. A utilizacao
de anticorpos monoclonais (mAbs) na terapéutica das IBDs t€m crescido expressivamente na
ultima década, mostrando 6timos resultados em ambas CD e UC. Todavia, quando analisadas em
escala industrial, a producdo, e principalmente as etapas de purificacdo destes anticorpos, sao
processos caros e complexos. As bactérias dcido lacticas, destacando a Lactococcus lactis, sao
micro-organismos seguros para uso em humanos. Além da sua fun¢do probidtica, elas atuam
na producdo de proteinas recombinantes exdgenas, como também na entrega destas as mucosas
intestinais. Neste trabalho utilizou-se uma linhagem invasiva de Lactococcus lactis capaz de
entregar um plasmideo que codifica o fragmento de anticorpo anti-TNF-a. O objetivo deste
estudo foi comparar dois modelos de inducdo da colite pelo acido 2,4,6- trinitrobenzenosulfonico
(TNBS) (modelos simultaneo e fracionado) a partir de dados de peso dos animais e compri-
mento do célon dos grupos sauddveis, doentes e tratados com a linhagem de Lactococcus Lactis
FnBPA+ (pValac:anti-TNF-o). Visando determinar se a alteragdo no nimero e da distribui¢ao
dos grupos no protocolo de inducdo da colite levaria a resultados diferentes. Foram utilizados
camundongos Balb/C, fémeas, com inducao da colite pelo TNBS. Foi feita inicialmente uma sen-
sibilizagdo com TNBS 1% e um Mix de acetona:azeite (4:1) seguida de 3 aplicacdoes de TNBS
5%. O protocolo tém uma duragdo de 25 dias e a cultura de L. lactis foi administrada pela via
oral entre os dias 19 e 23. Apds eutandsia, foi feita a retirada e medida do c6lon. Observou-se
que a média do peso entre os dois modelos analisados ndo se alterou. Quanto ao comprimento
do célon, observou-se uma diferenca entre a média de comprimento entre os dois modelos, em
que o modelo fracionado de indu¢ao da colite por TNBS apresentou resultados mais proximos
ao esperado neste protocolo. Nao houve diferencgas negativas entre os dois modelos de inducao
da colite por TNBS (simultineo e fracionado) quanto a variacdo do peso e comprimento do
cOlon dos animais.Com esses resultados, conclui-se que o modelo de indugdo fracionado pode

ser utilizado para estudo da doenca de Crohn.

Palavras-chave: Doenca de Crohn; Lactococcus Lactis; Anticorpos Monoclonais; Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a).



Abstract

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) is a group of chronic diseases that affect the
gastrointestinal tract (GIT).Two diseases are included in the IBD group, they are: Crohn’s disease
(CD) and ulcerative colitis (UC). The etiology of these diseases is not fully known. However, it
is known that the pathogenesis of IBDs is related to genetic and environmental factors, added to
intestinal microbiota changes. Crohn’s disease (CD) is characterized by transmural inflammation,
high levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-o) and destruction of the intestinal mucosa,
affecting mainly the terminal region of the ileum, cecum, colon and perianal region. CD has no
cure and traditional treatments aim the symptoms control. In this context, the development of new
strategies and therapeutic agents for IBDs is essential. The use of monoclonal antibodies (mAbs)
in the treatment of IBDs has grown significantly in the last decade, showing excellent results in
both CD and UC. However, when analyzed on an industrial scale, the production, and mostly the
purification steps of these antibodies, are expensive and complex processes. Lactic acid bacteria,
specially Lactococcus lactis, are safe microorganisms to use in humans. Besides their probiotic
function, they act in the production of exogenous recombinant proteins, as well as in the delivery
of these proteins to intestinal mucosa. In this work we used an invasive Lactococcus lactis lineage
capable of delivering a plasmid encoding the anti-TNF-o antibody fragment. The objective of
this study was compare two models of colitis induction by 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS) (simultaneous and fractional’s model) from animal weight data and colonic length of
groups healthy, and treated with the Lactococcus Lactis FnBPA + (pValac: anti-TNF-a) lineage.
The aim was to determine whether the change in number and distribution of the groups in
the colitis induction protocol would lead to different results. Female Balb/C mice were used
with colitis disease induction with TNBS. Sensibilization was initially done with 1% TNBS
and a mixture of acetone: olive oil (4: 1) followed by 3 applications of 5% TNBS. The protocol
lasted 25 days and the L. lactis culture was orally administered between days 19 and 23. After
euthanasia, the colon was removed and measured. It was observed that the weight average of the
animals did not change between the two models analyzed. Regarding to colonic length, it was
observed a difference between the mean length in the two models, in which the fractional TNBS
colitis induction model presented results closer to those expected for this protocol. There weren’t
any negative differences between the two models of TNBS colitis induction (simultaneous and
fractional) as to the weight variation and colon’s lengh of the animals. With these results, it can

be concluded that the fractionated induction model can be used for the study of Crohn’s disease.

Palavras-chave: Crohn’s disease; Lactococcus Lactis; Monoclonal Antibodies; Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a).
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (/nflamatory Bowel Disease, IBD) sdo considera-
das inflamacdes cronicas e remitentes que acometem o trato gastrointestinal. Duas doencas
estdo compreendidas no grupo das IBDs, que sdo: a doenga de Crohn e a colite ulcerativa
(STROBER; FUSS; MANNON, 2007). Seus sintomas apresentam-se de forma recidiva e podem
variar de acordo com a gravidade e local da inflamacgao. Varios fatores, entre eles genéticos e
ambientais, atuam no agravamento das doengas, no entanto, nio € apresentada uma patogénese
completamente elucidada para as IBDs (ANANTHAKRISHNAN et al., 2017).

A doenca de Crohn (Crohn’s Disease, CD) € caracterizada pela inflamagdo cronica
intestinal que acomete principalmente a regido terminal do ileo e o célon, mas pode afetar outras
partes do sistema digestorio, desde a boca ao anus. Surge tipicamente entre os 15 e 30 anos, mas
pode aparecer em qualquer faixa etdria. Na CD encontram-se niveis altos do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o), esta citocina pré-inflamatéria é fundamental na regulacao do processo
inflamatorio nas IBDs . Os medicamentos utilizados no tratamento da CD tém como foco a
diminui¢do e regulacdo do processo inflamatério na regido, além de diminuir os sintomas e
prevenir as recidivas (HA; KHALIL, 2015a).

Um dos medicamentos imunossupressores utilizados para a CD € o infliximabe, en-
contrado no mercado na forma de solugdo para uso injetdvel. Ele € um anticorpo monoclonal
quimérico humano-murino que possui alta afinidade ao TNF-o, e quando ligado a este, forma
um complexo estavel e impede a acdo do mesmo. Ou seja, atua como um bloqueador do TNF-u
para que a inflamacao seja reduzida (POGGIOLI et al., 2008).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo produzidos em sua maioria de forma recombi-
nante em células eucaridticas, onde passam por etapas de producao e purificagdo. O produto
final é sempre uma solugdo injetavel que deve ser aplicada pela via intravenosa. Além de ser
um método invasivo, a aplicacdo deve ser feita em hospitais e de maneira lenta (SHUKLA;
THOMMES, 2010).

Propde-se entdo, que estes anticorpos monoclonais ou seus fragmentos sejam produzidos
em bactérias, em especial, pela espécie Lactococcus lactis, que pertence ao grupo de bactérias
acido-lacticas (BAL). As BALs sdo micro-organismos que tém como principal caracteristica a
conversdo de acucares, em especial as hexoses, em 4cido lactico. O amplo conhecimento do seu
material genético, assim como técnicas de edi¢do gé€nica, nos permite manipular e desenvolver
linhagens recombinantes. Sua utilizacdo em processos industriais ja € feita de forma ampla, onde
atuam como biofabricas na industria de alimentos e de biofdrmacos. Sao de facil manipulagdo,
pouco imunogénicas e reconhecidas como seguras para uso em humanos, pois possuem o starus
GRAS (Generally Recognized as Safe) (MAKAROVA; KOONIN, 2007).

Apesar da existéncia de métodos que permitem a introdugdo dos genes que codificam
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para os anticorpos monoclonais eucaridticos na célula do hospedeiro, a expressao de genes euca-
ridticos € limitada nas bactérias de uma maneira geral. Isto se dé, pois, elas ndo possuem uma
maquinaria celular capaz de fazer o processamento e as modifica¢des pOs-traducionais necessa-
rias a expressao destes genes. Todavia, elas sdo capazes de entregar o produto, que geralmente ¢
uma proteina recombinante, diretamente as mucosas presentes no organismo. As BALSs, neste
caso, estdo sendo utilizadas como vetores, carreando plasmideos que contém a informagao
necessaria para producdo da sua molécula de interesse em células eucaridticas, para que esta
seja entdo produzida pelas proprias células eucaridticas do organismo (CANO-GARRIDO;
SERAS-FRANZOSO; GARCIA-FRUITOS, 2015).

Para que as bactérias lacticas sejam internalizadas pelas células do organismo, foi
proposta a utilizac¢do da linhagem invasiva L. lactis que expressa a proteina ligante de fibronectina
A (FnBPA) (PONTES et al., 2012). Esta caracteristica de ser invasiva ndo é comum para este
grupo das bactérias. A FnBPA atua como uma adesina, que esté localizada na superficie externa
da célula ligando-se as moléculas de fibronectina e fibrinogénio, e também como invasina,

facilitando os processos de internalizagao dessas células (QUE et al., 2001).

Em trabalhos anteriores as linhagens, contendo os genes dos fragmentos anti-TNF-o
e anti—IL—l—B, foram capazes de interferir no processo inflamatério no intestino, diminuindo-
0, melhorando assim o quadro clinico como também a estrutura anatdomica deste 6rgao (FRANCA,
2018; TAVARES, 2018).

Devido ao nimero limitado de animais e falta de estrutura laboratorial para realizacao
dos experimentos conforme o protocolo simultaneo de indugdo da colite por TNBS, foram
necessarias modificagdes no protocolo de inducdo. A maior diferenga entre os experimentos
¢ a distribuic@o dos grupos no periodo de inducao. Ao invés de todos os animais de um grupo
serem manipulados no mesmo dia, eles foram subdivididos em dias diferentes, para que em cada

dia apenas dois animais fossem manipulados.

A hipétese deste trabalho € que, apesar da modificac@o na distruibuicdo dos animais
durante o processo de inducao da colite, ndo resulte em diferenga quanto a variacao do peso e
comprimento do célon entre os animais dos dois protocolos murinos de inducao da colite por

TNBS (simultaneo e fracionado).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar uma andlise comparativa entre os dois
modelos de indugdo da colite por TNBS (simultaneo e fracionado) a partir de dados de peso dos
animais e comprimento do célon dos grupos saudaveis, doentes e tratados com a linhagem de
Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNF-a).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota Intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) humano representa uma das maiores interfaces de co-
municacio entre o organismo e o meio externo (250—400m?). E o principal local pelo qual
0 organismo entra em contato com fatores ambientais e antigenos externos (BENGMARK,
1998). Nele estao presentes virus, fungos e bactérias, estas ultimas compreendem, em sua
maioria, espécies novas e que ainda ndo foram cultivadas em laboratério (ECKBURG et al.,
2005). Estima-se que apenas 20-30% da microbiota intestinal € passivel de ser cultivada em
laboratério (ZHANG:; LI, 2014).

A microbiota intestinal humana € formada por aproximadamente 1150 espécies bac-
terianas principais e cada individuo pode apresentar cerca de 160 destas espécies (QIN et al.,
2010). Varios estudos feitos a partir do gene que codifica o RNA ribossomal 16S relatam a
diversidade de espécies dentro de um mesmo individuo, como também entre individuos di-
ferentes (HAYASHI; SAKAMOTO; BENNO, 2002). A microbiota é estabelecida a partir do
nascimento e tende a se manter estdvel apds os trés anos de idade. A coloniza¢ao do TGI de
recém nascidos estd diretamente relacionada a fatores como o tipo de parto, amamentagdo, gené-
tica e uso de antibidticos durante a gestacdo (YATSUNENKO et al., 2012; HOUGHTELING;
WALKER, 2014).

Inicialmente, o ndmero estimado de micro-organismos no TGI de um adulto era de 10'4. Este
valor excedia em 10 vezes o nimero de células que compdem o corpo humano (GILL et al., 2006).
Contudo, um estudo recente afirma que o nimero de bactérias se encontram numa proporcao de
1:1 em relag@o ao nimero de células humanas no organismo (SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

Em condi¢des normais, a microbiota intestinal sauddvel se encontra numa relagdao
simbidtica com o hospedeiro. Esta relacdo € caracterizada pelo beneficio mituo dos envol-
vidos (BACKHED et al., 2005). Algumas das fun¢des da microbiota que promovem o bem-estar
do hospedeiro sdo: (i) modulacdo da barreira intestinal (NATIVIDAD; VERDU, 2012); (ii) di-
gestdo dos alimentos e metabolismo energético do hospedeiro (BESTEN et al., 2013); (iii)
protecdo contra patégenos (BAUMLER; SPERANDIO, 2016); e (iv) regulagio do sistema
imune (GENSOLLEN et al., 2016).

A disfuncdo na interagdo entre a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico do
hospedeiro caracteriza um processo conhecido como disbiose. Ele pode ser causado por antigenos,
micro-organismos patégenos, agentes quimicos ou radiagdes. Neste contexto, a composi¢ao,
atividade metabdlica e localizacdo da microbiota do hospedeiro encontram-se alteradas. Com

1ss0, alguns micro-organismos patogénicos podem colonizar o intestino, provocando diversas
categorias de distirbios (CHANG; LIN, 2016).

As disfuncdes intestinais estdo diretamente relacionadas as doengas gastrointestinais, en-
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tre elas estdo as doencas inflamatdrias intestinais (ROUND; MAZMANIAN, 2009). Diversos
estudos ja foram realizados de modo a analisar a composi¢cdo da microbiota intestinal, em
segmentos inflamados e nao inflamados do intestino, de pacientes com a doenga de Crohn e
colite ulcerativa. Os pacientes afetados por estas doengas apresentavam uma microbiota signifi-

cativamente diminuida, instavel e menos diversa em relacio aos adultos saudaveis (JOOSSENS
etal., 2011; ANDOH et al., 2011).

2.2 Doencas Inflamatdrias Intestinais

As doencgas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés, Inflamatory Bowel Disease) sao
inflamagdes cronicas do trato gastrointestinal (TGI). Duas doengas estdo compreendidas no grupo
das IBDs, sdo elas: a Doenca de Crohn (CD, do inglés, Crohn’s Disease) e a colite ulcerativa
(UC, do inglés, Ulcerative Colitis). Seus sintomas apresentam-se de forma recidiva e podem
variar de acordo com a gravidade e local da inflamacdo (STROBER; FUSS; MANNON, 2007).
A patogénese destas doencas ainda ndo estd completamente elucidada, contudo, diversos estu-
dos epidemioldgicos e genéticos demonstram a importancia da microbiota, fatores genéticos
e ambientais na influéncia do surgimento e gravidade das IBDs (ABRAHAM; CHO, 2009;
ANANTHAKRISHNAN et al., 2017).

As IBDs afetam cerca de 1.5 milhdes de americanos, 2.2 milhdes de europeus e outras
milhares de pessoas ao redor do mundo, sendo considerada hoje um problema de satude publica
mundial (ANANTHAKRISHNAN, 2015). A idade média para o aparecimento da doenca de
Crohn € entre os 20-30 anos, enquanto para colite ulcerativa € entre os 30-40 anos, porém estas
doengas também podem aparecer em criangas. Os casos de IBD pediéatrica abrangem 7% a 20%
do total de casos de IBDs (COSNES et al., 2011).

A incidéncia € tradicionalmente maior na América do Norte € no Oeste Europeu, con-
tudo, as IBDs mostram um rdpido crescimento na Africa, Asia e América do Sul, incluindo o
Brasil. A partir de 1990 indentificou-se este aumento na incidéncia de continentes e paises em
desenvolvimento e em processo de industrializacdo (NG et al., 2017) (ANANTHAKRISHNAN,
2015).

Num processo inflamatério normal os antigenos presentes no limen desencadeiam uma
resposta inflamatdria controlada que rapidamente desaparece apds a erradicacdo do patdgeno.
Nas IBDs, em contrapartida, ocorre um desbalan¢o no processo inflamatério, resultando em um
estado cronico de inflamacdo (PODOLSKY, 2002).

A combinacdo de fatores genéticos e ambientais inicia alteracdes na funcdo da barreira
epitelial, permitindo que micro-organismos e antigenos migrem do limen para a parede do intes-
tino. Caso o organismo ndo tenha sido capaz de resolver esta inflamagdo aguda, se desenvolvera
uma inflamacao cronica, envolvendo uma ativagdo mais ampla do sistema inflamatério. Alguns

grupos celulares, como células apresentadoras de antigenos (APCs), macréfagos e células T
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atuam produzindo citocinas que mantém este processo inflamatdrio cronico do TGI (NEURATH,
2014).

Ambas doencas possuem um amplo espectro de sintomas que as caracterizam como
condig¢des debilitantes, tendo uma influéncia direta na qualidade de vida dos individuos que as
possuem. Alguns destes sintomas sdao dores abdominais, vomitos, diarreias graves, sangramentos
anais, anemia e perda de peso (RANDHAWA et al., 2014). Atualmente ndo existe uma cura para
estas doengas, contudo existem tratamentos que amenizam os sintomas. Estes podem atuar na
reducio da inflamacdo, como o uso de anti-inflamatérios ou imunossupressores, €, além disso,
estdo incluidas mudancas na dieta, remog¢ao de fatores de risco e em alguns casos mais graves a
remocgao cirtrgica de por¢des degradadas do intestino (LANGE; BARRETT, 2015).

Apesar de estarem incluidas no mesmo grupo clinico, a doenca de Crohn e colite ulcera-
tiva possuem diversas diferencas, que vao desde seu local de acdo no intestino, histopatologia,
endoscopia, sintomatologia, até o perfil de citocinas pré e anti-inflamatdrias envolvidas na
imunopatogénese da doenga (TONTINI et al., 2015). Estas diferengas sugerem que a CD e UC
possuem vias patogénicas diferentes (WIJIMENGA, 2005).

A colite ulcerativa € tipicamente associada a regido do célon, mas quase sempre acomete
o reto (SANDS; KAPLAN, 2007). Sua andlise histopatoldgica restringe a inflamacdo as camadas
mucosa e submucosa do intestino grosso, com erosoes e ulceras superficiais. Esté relacionada
a hematoquezia ou hemorragia retal e presenca de muco e pus (DANESE; FIOCCHI, 2011;
LANGE; BARRETT, 2015). Os sintomas mais comuns incluem dor abdominal e diarreia com
sangue. Em aproximadamente 10% dos casos ndo € possivel diferenciar a UC e CD no momento
do diagnéstico (ABRAHAM; CHO, 2009).

A doenca de Crohn, por outro lado, pode afetar o TGI inteiro, contudo, as dreas mais
comumente afetadas sdo a regido terminal do ileo, ceco, colon e regido perianal (HA; KHALIL,
2015b). A histopatologia da CD mostra uma inflamacao transmural da parede intestinal que afeta
o tecido de forma salteada, ou seja, com a presenga de segmentos normais e regides afetadas.
Além disso, € caracterizada pelo espessamento da parede do célon, assim como a presencga de
granulomas, ulceracdes, fibrose e fissuras (ABRAHAM; CHO, 2009).

A CD surge tipicamente entre os 20-30 anos de idade, mas pode aparecer em qualquer
faixa etaria, com diversos casos ja relatados em criancas e recém-nascidos (SILVEIRA et
al., 2008). Esta relacionada a complicagdes, como estenose, formacao de abcessos, fistulas,
estomatite, obstrugdes e cancer de c6lon (ZHANG; LI, 2014). Sua incidéncia € de 3.1 a 20.2
casos na América do Norte, 12.7 na Europa, 5.0 na Asia e no Oriente Médio a cada 100.000
individuos por ano (BAUMGART; SANDBORN, 2012).

Na doencga de Crohn, ha um aumento na populacdo de Escherichia coli (E.coli) nas
regides do ileo e célon (MARTINEZ-MEDINA et al., 2006). Foi encontrada também uma

linhagem invasiva e aderente de Escherichia coli (AIEC). Esta, por sua vez, é uma bactéria
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capaz de aderir e invadir as células epiteliais intestinais (IEC). Sua sobrevivéncia e replicacao
irdo ocorrer dentro do fagolisossoma, organela que se forma da fusdo de um fagossomo e
lisossomo, de macréfagos. Sao bactérias patégenas que atuam estimulando as vias imunoldgicas
do hospedeiro (PALMELA et al., 2017). AIECs isoladas de pacientes desta doenca foram

capazes de induzir a formacdo de granulomas in vitro (MECONI et al., 2007).

2.3 Fatores Genéticos das IBDs

Estudos epidemioldgicos e familiares apresentam resultados que comprovam o papel dos
fatores genéticos na susceptibilidade das IBDs (SATSANGI et al., 1994). Um grande ntimero de
mutagdes genéticas podem levar ao desenvolvimento espontaneo de processos inflamatorios no
intestino. Considera-se entao, que a genética do individuo atua diretamente na susceptibilidade e

predisposicdo do organismo a desenvolver esta doenca (BONEN; CHO, 2003).

Diversos estudos foram realizados com linhagens de camundongos susceptiveis e re-
sistentes a colite (MAHLER; LEITER, 2002). A comparacio do genoma destes dois modelos
animais permitem a identificacdo de genes que atuam diretamente na patogénese da doenca,
ou que regulam a expressao de outros genes relevantes ao mecanismo da colite em camundongos.
Uma vez identificados, o préximo passo € analisar se existe ocorréncia destes genes em humanos
e qual seu mecanismo dentro das IBDs (BOUMA; STROBER, 2003).

A base genética das IBDs é complexa, diversos genes e loci génicos foram identificados
a partir de estudos de associacdo do genoma a doenca (GWAS, do inglés Disease Genome-wide
Association Studies). Foram identificados 71 loci que conferem risco a CD e 47 loci na UC,
destes, 28 loci estdao relacionados com a predisposi¢ao genética do individuo em ambas as
doencas (ANDERSON et al., 2011; FRANKE et al., 2010). A identificac@o e andlise dos genes
envolvidos nestas doengas ajuda no esclarecimento de seus mecanismos intracelulares, tal como,
das vias envolvidas na homeostase intestinal (KHOR; GARDET; XAVIER, 2011).

Dentro do genoma, o locus que contém o gene que codifica a proteina NOD2 (do inglés,
Nucleotide-binding Oligomerization Domain Containing 2) foi considerada a primeira regiao
de susceptibilidade as IBDs, sendo primeiramente associada a doenga de Crohn (SHAW et al.,
2011).

A NOD?2 ¢ uma proteina intracelular relacionada a resposta imune inata contra diversos
patégenos. Para atuar de forma efetiva nesta resposta imune, a NOD2 deve reconhecer o patogeno
ou bactéria, este € dado pela resposta aos fragmentos da parece celular bacteriana (CHEN et
al., 2008). A NOD2 foi originalmente descrita como um sensor de reconhecimento ao muramil
dipeptideo (MDP) (SHAW et al., 2011). O MDP € um padrdao molecular associado a patégeno
(PAMP) encontrado no peptidoglicano (PGN) de todas as bactérias, sejam elas gram positiva ou
gram negativa (MCDONALD; INOHARA; NUNEZ, 2005). Quando em contato com o MDP, a

NOD2 recruta a serina-treonina quinase (RIPK2) que por sua vez, atua ativando o fator nuclear
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kappa B (NF-xB, do inglés, Nuclear Factor Kappa B). Nas células dendriticas, este mecanismo
induz a autofagia, que serd responsdvel por controlar mecanismos de replicacdo bacteriana
e apresentacdo de antigenos (COONEY et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo mostraram que células mamadrias expressando NOD2, quando
tratadas com MDP, tiveram uma resposta imunoldgica ativada pelas vias da NF-xB e MAPK.
O estudo in vitro demonstrou, através de ensaios bioquimicos e moleculares, que a ligacao
entre a NOD2 e o MDP se da pelo contato direto entre eles. Também notaram que baixas
concentracdes de MDP ndo eram suficientes para ativar a resposta imune por NF-xB, contudo,
altas concentracdes de MDP, derivadas de baixos niveis de NOD2, eram sim capazes de ativar
esta resposta. O estudo in vivo demonstrou que esta interacdo é dependente de pH, onde o pH
entre 5.0 e 6.5 apresenta forca de ligacao maxima (GRIMES et al., 2012).

As variantes do gene NOD2 encontrados em pacientes com CD possuem muta¢des no
dominio de reconhecimento ao ligante, devido a isto, ndo sdo capazes de induzir o processo
autofagico em resposta ao MDP (HOMER et al., 2010). Como resultado destas alteragdes,
a bactéria ndo é destruida e permanece atuando nas células da mucosa, posteriormente, serd

desencadeada uma resposta imunolédgica local (KENNEDY et al., 2018).

Dentre as mutac¢des no gene NOD2, trés sdo amplamente discutidas na literatura, pois, es-
tdo relacionadas com a CD de maneira especifica. As duas primeiras consistem em polimorfismos
de nucleotideo tnico (SNPs) que alteram a estrutura do dominio LRR (do inglés, Leucine-rich Re-
peat) (HUGOT et al., 2001). A terceira € uma mutagdo, causada por uma inserc¢ao ou delecdo, que
altera o frame de leitura da sequéncia de DNA (OGURA et al., 2001).

Estudos em pacientes com CD, demonstraram a inser¢do de uma citosina na posi¢ao
3.020 do éxon 11 no gene NOD2. Esta mutacio deu origem a um c6don de parada que impediu
a formacao completa da proteina, resultando em uma NOD?2 truncada (NETEA et al., 2005).
Como resultado destas alteracdes, a bactéria niao € destruida e permanece atuando nas células da
mucosa, posteriormente, serd desencadeada uma resposta imunolégica local (KENNEDY et al.,
2018).

Alguns outros genes de susceptibilidade as IBDs sdo: IL23R, 1L12B, JAK2, STAT3,
CARDO9, IL1R2, REL, SMAD3 e PRDMI1. Um estudo de associagdo do genoma a doencga
(GWAS) encontrou que o gene IL23R possui uma alta associacdo a CD (DUERR et al., 2006).

Apesar dos avancgos na descoberta de novos genes envolvidos nas IBDs, € preciso lembrar
que a doenca € multifatorial, e individualmente, os estudos genéticos nao sao suficientes para
desvendar sua patogénese. Futuros estudos sdo necessdrios para analisar as interagdes genéticas
e ambientais nas IBDs. E importante também que seja estudada a atuacio sinérgica entre as dife-
rentes vias intracelulares que participam da patogénese da doenca, possibilitando assim, elucidar
sua etiologia (ZHANG:; LI, 2014).
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2.4 Fatores Ambientais das IBDs

O ambiente também aparece como um importante fator na patogénese e no agravamento
dos sintomas em pacientes com IBD. Alguns fatores considerados de risco para estas doencas
sdo a dieta, localizacdo geografica, tabagismo, uso de antibiéticos e contraceptivos orais, estresse,
assim como alguns elementos psicoldgicos (LOFTUS, 2004). Dentre estes, o tabagismo € o fator
ambiental mais amplamente estudado. Sua acdo € antagdnica, pois apresenta efeitos protetores
quanto ao desenvolvimento da colite ulcerativa, ao modo que aumenta o risco da Doenga de
Crohn (COSNES, 2008; BIRRENBACH; BOCKER, 2005).

Evidéncias recentes sugerem que a polui¢cdo do ar também atua como um fator de risco
importante para ambas UC e CD. Estes dados complementam os dados que demonstram uma
maior incidéncia destas doencgas em paises industrializados. A presenc¢a de material particulado
no ar induz uma resposta inflamatoéria sisttmica com um aumento plasmadtico de citocinas
pré-inflamatdrias, entre elas a IL-1( e IL-6 (EEDEN et al., 2001).

A vitamina D € conhecida por seus efeitos no metabolismo dos ossos e cdlcio no
organismo. Contudo, estudos recentes vém demonstrando sua fun¢do na modulagdo do sistema
imune, inibindo a proliferacdo de células pré-inflamatérias e regulando a produgdo de citocinas
pro-inflamatdrias por estas células (YIN; AGRAWAL, 2014). A deficiéncia deste composto é
comum em pacientes com IBDs (LESLIE et al., 2008), e verificou-se que em modelo murino,
a deficiéncia desta molécula aumentou a susceptibilidade dos animais a inducao da colite por
sulfato de sodio dextrano (DSS) (KONG et al., 2007). A suplementacdo com a forma ativa da
vitamina D, conhecida por calcitriol ou 1,25-dihidroxicholecalciferol, diminuiu a gravidade das
inflamacdes intestinais (CANTORNA et al., 2000).

Por dltimo, temos que o estresse também pode atuar no desenvolvimento das IBDs, este
processo se dd a partir de quadros de ansiedade e depressdo. Logo, individuos com baixos niveis
de estresse possuem menores chances de desenvolver estas doengas (MAUNDER, 2005). O uso
de antidepressivos estd relacionado a uma reduc¢do no nimero de relapsos dos sintomas das IBDs
em pacientes que eram acometidos por também por distirbios psicolégicos (GOODHAND et al.,
2012).

2.5 Modelos Animais Experimentais

O advento de modelos animais para o estudo da inflamacao intestinal permitiu um maior
entendimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na homeostase da mucosa,
assim como daqueles envolvidos na patogénese das IBDs. Os modelos animais dao origem a
principios e mecanismos fisiopatoldgicos relevantes as IBDs em humanos (BOUMA; STROBER,
2003). Sao também ferramentas importantes que permitem desenvolver, testar e avaliar novas

terapias, em sua maiorias drogas anti-inflamatdrias, durante ensaios pré-clinicos.
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Os modelos podem ser divididos em quatro grupos principais, sdo eles: (i) colite espon-
tanea resultado de uma anormalidade genética que ja ocorre naturalmente; (i1) colite esponta-
nea resultado de mutagdes genéticas ou pela introducdo de um transgene; (iii) colite induzida por
agentes exdgenos; (iv) colite induzida devido a deficiéncia de células regulatérias (BLUMBERG;
SAUBERMANN; STROBER, 2000).

Dentre os modelos murinos ja descritos para inflamagao intestinal, destacam-se os
modelos de indu¢do quimica. Eles sdo os mais comumente utilizados no estudo das IBDs, e
apesar de serem relativamente simples, t€tm uma acdo imediata no processo de inflamacao
(WIRTZ et al., 2007).

Modelos animais utilizados para simular a patogénese da Doenc¢a de Crohn, permitem
um estudo de aspectos morfofisiolégicos, moleculares e genéticos, além do desenvolvimento de
novas terapias para esta patologia. Os modelos mais avancados permitem que os pesquisadores
manipulem fatores genéticos de modo a determinar suas fun¢des. Contudo, até os modelos mais

simples sdo importantes ferramentas no estudo desta patologia (ANTONIOU et al., 2016).

Uma das maneiras de induzir a CD em modelo murino € pela instilagao retal do 4cido
2.,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) em linhagens de camundongos susceptiveis. O modelo
murino de colite induzido por 4cido 2,4,6-trinitritobeneno sulfonico (TNBS) foi desenvolvido
por Morris et al. em 1989 (MORRIS et al., 1989). Este 4cido induz uma resposta Thl com
liberacdo de IL-12 e este mecanismo € capaz de induzir um quadro de colite transmural no
animal (NEURATH et al., 1995). Este seria equivalente a CD humana tanto por seus aspectos
histologicos quanto imunoldgicos. Além disso, 0 modelo de indugdo com TNBS apresenta alta
reprodutibilidade e € um dos modelos mais amplamente utilizados no estudo da patogénese das
IBDs (OH et al., 2014).

Este modelo faz uso de uma solu¢do de TNBS em etanol 50%. Nesta solu¢do o etanol é
utilizado como um meio de romper efetivamente a barreira intestinal, ajudando na penetragao
do TNBS e permitindo a interacdo deste com as proteinas do tecido do c6lon (ANTONIOU
et al., 2016). J4 o TNBS atua como um hapteno, ou seja, uma pequena molécula que néo é
capaz de induzir uma resposta imune quando administrada sozinha, mas que pode induzir tais
respostas quando estdo acopladas a moléculas carreadoras com mais alto peso molecular. Um
hapteno na sua forma soludvel livre, ndo pode estimular as células B e, por tal motivo, ndo é
considerada imunogénica. Contudo, quando acoplada a uma proteina carreadora, este complexo
hapteno-carreador ativa ndo apenas as células B, como também as células T auxiliares, e estimula
a via de produgdo de anticorpos (ELSON et al., 1995). Neste caso, o TNBS ao se ligar as
proteinas teciduais pode desencadear uma resposta imunoldgica (GONCALVES et al., 2008).
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2.6 Resposta Imune nas IBDs

As IBDs resultam da inflamac@o cronica intestinal e da degradagdo tecidual causada
pela elevada expressdao de moléculas pro-inflamatérias envolvidas na imunidade inata e adapta-
tiva (PARK et al., 2017).

As citocinas sdo pequenas proteinas que atuam nos processos de interacdo e comunicacao
entre as células. Sao encontrados dois grupos principais de citocinas que participam nos
processos inflamatdrios, sdo elas as citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatérias (ZHANG;
AN, 2007).

As citocinas desempenham um papel crucial na patogénese das IBDs, tanto por sua parti-
cipagdo nas respostas inflamatdrias quanto no desenvolvimento dos sintomas. O desbalango nos
niveis de citocinas pré-inflamatoérias impedem que o mecanismo inflamatério cesse. Neste qua-
dro, as pré-inflamatdrias estdo em niveis e proporcoes elevados, enquanto as anti-inflamatdrias
estdo diminuidas (NEURATH, 2014). Padrdes alterados na producdo de citocinas em paci-
entes com IBDs foram inicialmente descritos no final da década de 1980 e inicio da década
seguinte (EBERT et al., 1984).

A modulacdo dos niveis de citocinas em estudos in vivo comprova a utilizagdo destas
moléculas como uma terapia efetiva contra as IBDs. Além disso, houve um maior destaque as
citocinas anti-inflamatdrias, por sua atuagdo em processos de prevenc¢do e combate ao processo
inflamatdrio intestinal. Este grupo de citocinas passam a ser os novos alvos terapéuticos destas
doencas (POWRIE et al., 1994).

Logo apo6s a descoberta das citocinas como possivel terapia para as IBDs, iniciaram-se
os testes de diferentes compostos anti-inflamatoérios e anticorpos recombinantes. Todavia, os
tratamentos realizados com IFN-3, IL-10 e IL-11 ndo obtiveram resultados satisfatérios. Por
outro lado, o tratamento com um anticorpo especifico, com funcao de neutralizar e bloquear, o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), mostrou 6timos resultados e se tornou a terapia mais
comumente utilizada na clinica atualmente (NEURATH, 2014).

Foi encontrado nas IBDs um aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias como
as interleucinas IL-1, IL-6, IL-18, interferons (IFN) o, 3 e v, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-) e membros da familia da I1L-12 (IL-22, 1L-23, IL-27 e IL-35). Estas moléculas foram
produzidas principalmente pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), células dendriticas
(CD) e macréfagos. O estimulo para producdo destas vém da via de sinalizacao dos receptores

toll-like (TLR) quando estes sdo estimulados pela microbiota intestinal (C et al., 2011).

A resposta imunoldgica das IBDs tem inicio com as células apresentadoras de antigenos
(APCs). As APCs, quando em resposta aos antigenos encontrados na barreira da mucosa, induzem
a diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ em linfécitos T auxiliar 1 (T helper 1, Thl) e T auxiliar 2

(T helper 2, Th2). Os linfécitos Th1 secretam citocinas pré-inflamatdrias, como interferon gama
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(IFN-v), interleucina 2 (IL-2), IL-12 e IL-18, enquanto as células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13. O IFN-y proveniente da resposta Thl estimula a producdo inflamatéria de TNF-a
por macréfagos e mondcitos (NEURATH; FINOTTO; GLIMCHER, 2002).

O aumento tanto da resposta Th1l quanto Th2 sdo responsaveis pelo dano tecidual na
mucosa intestinal. O inicio do processo inflamatério nas IBDs € caracterizado pelo perfil Thl,
com secrecdo de IFN-v e TNF-a. Enquanto que a inflamagdo cronica ¢ mantida pelo perfil Th2,
com a IL-5 e IL-13 como principais moléculas (HANAUER, 2005).

O padrao de expressdo das citocinas na UC retrata uma resposta imune Th2 e uma
diminuicdo da resposta Th1. Em pacientes com UC, os niveis de IL-1(3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-12,
IFN-v, e TNFa estio significativamente aumentados. Este dado sugere que ambas, imunidade
inata e humoral, participam da patogénese desta doengca (SANDS; KAPLAN, 2007).

A CD ¢€ caracterizada por uma resposta imune Thl dominante, desencadeada pelo
aumento dos niveis de IFN-y e IL-12 (MURPHY et al., 2003). Existe também uma resposta
Th17 ativada pelas citocinas IL-6, IL.-23 e o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-
B) (MCGEACHY; CUA, 2008). Ocorre ainda, mecanismos de inibi¢ao, diferenciagdo anormal e
diminuicao no nimero de células T regulatérias (Treg) em pacientes com CD (YAMADA et al.,
2016; KHALILI et al., 2018). O desequilibrio das respostas imune inata e adaptativa culmina
num processo inflamatério exacerbado, com a perda da tolerncia da microbiota prépria do
organismo (SHEN et al., 2017).

A IL-1 é uma citocina pré-inflamatoria que induz a producdo de TNF-a, IL-6, IL-8 e
IL-12. Ela pode ser encontrada em dois tipos: IL-1a e IL-1{3 € estes sdo produzidos em resposta
as infec¢des bacterianas, virais, parasitdrias, injurias e alguns fatores ndo infecciosos, como o
proprio TNF-o (DINARELLO, 1998; DINARELLO, 2011).

Nas IBDs, ocorrem desbalancgos dos niveis de IL-1 e do antagonista do receptor de IL-1
(IL-1RA) na mucosa intestinal de pacientes com CD e UC. A propor¢do IL-1/IL-1RA esta
relacionada a gravidade da doenca e se apresenta diminuida nestas doengas, sugerindo que ha

uma ativacao das vias pré-inflamatérias que envolvem a IL-1 (V et al., 1995).

A IL-18 € uma citocina pertencente a familia da IL-1, sua producdo € feita principalmente
por macréfagos e células epiteliais na doenga de Crohn (KANAI et al., 2001). O uso de anticorpos
monoclonais anti-IL-18 foi capaz de neutralizar a IL-18 em modelos murinos de colite aguda e
cronica. Este resultado sugere que o bloqueio de membros da familia da IL-1 pode constituir um
alvo terapéutico para as IBDs (SIEGMUND et al., 2001).

O nivel de IL-6 em pacientes com IBDs esta elevado devido ao aumento da producao
desta citocina pelas células dendriticas e células T CD4+. Foi visto que o aumento de IL-6 induz
a producdo do TNF-a, IFN-y e IL-1p. Estas trés moléculas em associagdo com o receptor de IL-6
(IL-6R) formam um complexo que previne a morte celular programada (apoptose celular) de

células T, estas por sua vez, sdo responsaveis pela produgdo de outras citocinas que participam



Capitulo 2. REVISAO DE LITERATURA 26

da cascata de inflamacgdo nas IBDs (ATREYA et al., 2000).

O bloqueio da via do IL-6 com o uso de anticorpos monoclonais foi capaz de diminuir
a resposta inflamatéria em modelos murinos por meio da menor produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a, IFN-y e IL-13 (YAMAMOTO et al., 2000). Com base na premissa
de um novo tratamento para as IBDs, foram iniciados estudos com o tocilizumab, também
conhecido como MRA, um anticorpo especifico do IL-6R. Este tratamento mostrou resultados
positivos em alguns subgrupos de pacientes com a CD, contudo, mais estudos sdo necessarios

para confirmar seu potencial terapéutico nas IBDs (ITO et al., 2004).

Membros da familia da IL-12, como o 1L-12, IL-23, IL-27 e IL-35, sdo produzidos
pelas APCs durante as IBDs. Na doenca de Crohn a produ¢do aumentada de IL-12 por células
dendriticas e macréfagos sugere uma resposta imunolégica do tipo Thl (C et al., 2011). Um
estudo realizado em pacientes com CD e UC teve como objetivo avaliar a expressado e liberacao
de IL-12 por células mononucleares da 1amina prépria (LPMCs). O resultado mostrou um nivel
de expressao elevado de IL-2 pelas LPMCs na CD. Como também sugere que os niveis de IL-12
sejam capazes de diferenciar a CD e UC (MONTELEONE et al., 1997).

As APCs também produzem grandes quantidades de IL-23 na mucosa de pacientes com
a doenca de Crohn. Esta citocina atua nos mecanismos de manutencdo da resposta imunolégica,
regulando a func¢do das células T de memdria e influenciando na proliferagdo de células Th17
produtoras de IL-17 (PARK et al., 2005). Ela estimula a diferenciacdo de células T em célu-
las Th17 e também atua suprimindo a atividade das células T regulatdrias (Treg). Sugere-se que
a resposta Th17 atua juntamente a resposta Th1 na patogénese da CD (Z et al., 2011).

A fim testar o potencial terapéutico da familia da citocina IL-2, foram testados dois anti-
corpos neutralizantes especificos a subunidade 40 de IL-12 e IL-23 (briakinumab e ustekinumab)
em pacientes com CD. O resultado foi satisfatério, com uma diminuicao das citocinas inflamato-
rias envolvidas na resposta Th1 no sitio da doenca. A importancia deste tipo de tratamento se d4,
principalmente, em pacientes com CD de moderada a grave e que sdo resistentes ao tratamento
com antagonistas do TNF-a (MANNON et al., 2004; SANDBORN et al., 2012).

2.6.1 TNF-o

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina responsdvel por transmitir sinais
entre células do sistema imune e as outras células do organismo. Esta envolvida em processos de
imunorregulacdo, morte celular (apoptose), inflamagao, metabolismo celular, trombose, edema,
formacdo de granulomas, entre outros (DEVENTER, 1997).

Nas IBDs, grandes quantidades de TNF-u sdo produzidas por diferentes grupos celulares,
entre eles: mondcitos, macréfagos, células dendriticas, células T, adipdcitos e fibroblastos (STRO-
BER; FUSS; BLUMBERG, 2002; KAMADA et al., 2008). E produzido majoritariamente por

mondcitos, macrofagos e células T, na forma de uma proteina transmembranar, ou seja, ligada
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a membrana celular. O TNF-o também pode ser encontrado na sua forma soltvel. Este TNF-a
soluvel € formado a partir da clivagem do TNF-o transmembranar pela enzima conversora de
TNF-a (TACE), também conhecida por preteina desintegrina e metaloproteinase dominio 17
(ADAM17) (BLACK et al., 1997). O TNF-a ligado a membrana celular tem um papel mais
relevante na inflamacao intestinal do que o TNF soluvel (PERRIER et al., 2013).

O TNF-a exerce influéncia principalmente em células endoteliais, macréfagos, células
epiteliais intestinais (IECs), miofibroblastos e células T. Dentre as diversas fun¢des do TNF-a
no processo inflamatoério da mucosa intestinal, destacam-se: angiogénese; hipervascularizacao;
inducdo do aumento da producdo de outras citocinas pré-inflamatdrias; inducdo da morte celular
de células epiteliais intestinais (IECs) e células de Paneth; destruicdo tecidual pelo aumento da
produc¢do de metaloproteinases (MMPs); resisténcia de células T a apoptose e ativagdo do fator
nuclear kappa B (LEPPKES et al., 2014).

O TNF-o atua sob as cé€lulas endoteliais, interferindo no recrutamento de neutréfilos
para o sitio de inflamacdo. Este processo se da por trés mecanismos principais: (i) promovendo
um aumento da expressdo de selectina, essencial para fase de rolamento; (ii) induzindo uma
maior producdo de IL-8, que € uma substancia quimiotaxica e também atua na fase de migracao
do neutréfilo; e (iii) aumentando a expressao da molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-
1) (SMART; CASALE, 1994; PALEOLOG et al., 1994).

O TNF-a tem um papel central na formagao de granulomas. Foi visto um aumento dos
niveis de TNF-a em diversos modelos de inflamac¢ao granulomatosa. Quanto ao seu papel na
formagdo de granulomas, o TNF-o atua no recrutamento de mondcitos mediado pela producao
da proteina de quimioatragdo de mondcitos 1 (MCP-1/CCL2) (FLORY et al., 1995). Esta
proteina é uma quimiocina responsdvel pela quimiotaxia e recrutamento de mondcitos no sitio
de inflama¢dao (PALOMINO; MARTI, 2015).

O TNF-a pode agravar a resposta inflamatéria em pacientes com IBDs pela ativacao
intracelular do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB). Esta ativacao se d4 pela ligacdo do
TNF-a aos seus receptores do fator de necrose tumoral 1 (TNF-R1) e TNF-R2. O NF-xB atua
regulado a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias, enzimas, moléculas de adesdo e genes
relacionados a ativagdo das células B (LAWRENCE, 2010).

Quando ativado, o receptor TNF-R2 presente em células T, provoca um agravamento
no quadro da colite em um modelo experimental em camundongos (HOLTMANN et al., 2003).
Além disso, a expressao deste receptor estd aumentada em pacientes com CD. Ele € ativado
apenas pelo TNF membranar, e ndo pelo TNF soluvel, confirmando a influéncia e importancia
do TNF ligado a membrana celular nas IBDs (NEURATH, 2014).

Por ser considerada uma das citocinas pré-inflamatérias mais importantes nas IBDs,
diversas estratégias terapéuticas foram desenvolvidas de modo a atuar diretamente no TNF-uo
(PEYRIN-BIROULET, 2010). O tratamento clinico mais utilizado para as IBDs é com feito a
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partir do uso de anticorpos monoclonais que neutralizam e bloqueiam tanto o TNF soldvel quanto
o membranar, como o infliximabe ou que bloqueiam apenas o TNF soltivel, como o etanercepte
(SANDBORN; HANAUER, 1999a). Na comparacao entre o tratamento com infliximabe e
etanercepte, ambos anticorpos monoclonais foram capazes de neutralizar o TNF soldvel, mas
apenas o infliximabe foi capaz de se ligar e induzir a apoptose de células T. Com base nestas
informacodes, o foco agora estd no desenvolvimento de novas estratégias e alvos terapéuticos que
atuem especificamente no TNF membranar, de modo a impedir sua interacdo com o receptor
TNF-R2 (BRANDE et al., 2003) .

A terapia com anti-TNF-o atua na melhora de aspectos micro e macroscépicos do tecido
intestinal inflamado tanto na doenca de Crohn quanto na colite ulcerativa. A terapia pode ser
feita com anticorpos quiméricos, humanizados ou completamente humanos, entre eles temos o
infliximab, adalimulab, certoluzumab pegol e golimumab (COHEN; SACHAR, 2017).

2.7 Tratamentos das IBDs

Por se tratar de uma doenga multifatorial, e que ainda ndo possui uma patogénese bem
esclarecida, os principais tratamentos para as IBDs visam controlar os sintomas e evitar a
remissao da doengca (ABRAHAM; CHO, 2009). Sao utilizados medicamentos que interrompem a
cascata inflamatdria, reduzindo assim a resposta imunoldgica exacerbada. Alguns compostos
utilizados nos tratamentos tradicionais sdo os aminossalicilatos, antibidticos, corticoesterdides,
metotrexatos e agentes anti-TNF-o (PITHADIA; JAIN, 2011).

Em casos mais severos da doenga ou quando os tratamentos disponiveis ndo mostram
resultados no controle dos sintomas, indica-se a intervencao cirugica. Estima-se que entre 70-90%
dos pacientes com a doencga de Crohn precisardo passar pela cirurgia em algum momento durante
sua vida. Para colite ulcerativa, estima-se que 20-35% dos pacientes precisardo passar por tal
intervencao cirurgica (HWANG; VARMA, 2008).

O tratamento das IBDs deve ser analisado levando e consideragdo a resposta de cada
paciente a terapia utilizada. Ele ndo deve gerar efeitos colaterais secundarios, e idealmente,
controlaria os sintomas e prolongaria os periodos de remissao da doenca. A escolha do tratamento
deve ser feita pelo médico baseado na frequéncia dos relapsos, extensao e gravidade da doenga,
e presenca de manifestagdes extra-intestinais, que significam maiores complicacdes no quadro
de IBD do paciente (SALES-CAMPOS et al., 2014).

Por se tratarem de duas doencas distintas, com aspectos clinicos, imunolégicos, genéticos
e patofisioldgicos singulares, o tratamento da CD e UC serdo diferentes. Além disso, para se
obter os melhores resultados, deve-se considerar o quadro clinico do paciente, a sua resposta aos
tratamentos anteriores e seu diagnostico (SALES-CAMPOS et al., 2014).

Um dos medicamentos imunossupressores utilizados € o infliximabe. Ele € um anticorpo

monoclonal quimérico humano-murino (25% murino e 75% humano) da imunoglobulina G da
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subclasse 1 (IgG1) que possui alta afinidade ao TNF-a.. Quando ligado a este TNF-qo, seja na
forma solivel ou transmembranar, forma um complexo estdvel e impede a acdo do mesmo. Desse
modo, atua como um bloqueador do TNF-o para que o processo inflamatério seja reduzido
(SCALLON et al., 1995; SANDBORN; HANAUER, 1999b).

Um estudo teve como objetivo avaliar a eficdcia e tolerancia de um tratamento continuo
com este anticorpo. O tratamento durou quase um ano e nele, 147 pacientes com a doencga de
Crohn ativa receberam um total de 567 infusdes (420 re-infusdes) de infliximabe administrados
pela via intravenosa. Os resultados mostraram que, apds o tratamento, quase 80% dos pacientes
retiraram ou diminuiram o uso de esteroides e mais de 88% tiveram bons resultados com o
tratamento (WITTHOFT; LUDWIG, 2005).

Outros anticorpos monoclonais capazes de se ligar ao TNF-o sdo adalimumab, certoli-
zumab, e golimumab. O primeiro atua se ligando ao TNF-a e bloqueando a sua interagdo com
os receptores de superficie celular p55 e p75. O segundo neutraliza seletivamente o TNF-a mas
ndo o fator de necrose tumoral beta (TNF-f3), que também € conhecido como linfotoxina-A. E o
ultimo possui 0 mesmo mecanismo do infliximabe, em que se liga e inibe ambas formas, soltivel
e transmembranar do TNF-a (SINGH et al., 2017).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo anticorpos de uma mesma especificidade produ-
zidos por células hibridas imortalizadas em animais imunizados. O método baseia-se na fusao
de células de mieloma com linfécitos B produtores de anticorpos obtidos do bago de animais
imunizados. A célula de mieloma confere imortalidade ao linfécito B produtor de anticorpos
e permite o seu crescimento em cultura de células. O linfécito B, por outro lado, determina a
especificidade ao antigeno do anticorpo que serd produzido. A linhagem de células hibridas
resultantes desta fusdo podem crescer continuamente em cultura ou serem congeladas para
uso posterior. Esta técnica permite a producdo de grandes quantidades do mesmo anticorpo, e
podem ser desenvolvidos geneticamente anticorpos para os mais diversos alvos, como enzimas,

hormonios, virus e bactérias (COLE, 1987).

Atualmente, a producdo dos anticorpos € feita em escala comercial com o uso de grandes
biorreatores. Nestes, encontram uma cultura de células de mamiferos produtora de anticorpos. A
purificacdo do anticorpo € realizada a partir do sobrenadante ou meio da cultura, pois 0 mAb
seré liberado neste meio ao ser produzido pelas células. Depois de retirado, 0 meio passa por
uma série de cromatografias e membranas de filtragdo, com objetivo de retirar as impurezas e
proteinas que ndo sdo do seu interesse. As etapas de purificacdo se procedem até que o produto
final chegue a um alto nivel de pureza. Este ainda € um processo complexo e caro, principalmente
devido as etapas de purificacio (SHUKLA; THOMMES, 2010).

A produgdo dos mAbs recombinantes em bactérias e fungos ainda nio é tdo ampla-
mente explorada quanto a produgdo em células animais. O uso destes micro-organismos pode
significar uma diminui¢@o no custo de producao, além de oferecer a possibilidade de serem
utilizados pela via oral (SPADIUT et al., 2013). A tecnologia do DNA recombinante ¢ um dos



Capitulo 2. REVISAO DE LITERATURA 30

métodos mais importantes para producao de anticorpos monoclonais recombinantes, tornando-os
menos imunogénicos. Ela permite tanto a introdu¢do de genes que codificam um anticorpo mo-
noclonal de interesse quanto a modificagdo de um anticorpo monoclonal, a fim de alterar sua
estrutura, fun¢do ou formar moléculas com propriedades especificas (KUNERT; REINHART,
2016).

A aplicacao do anticorpo deve ser feita sempre em ambiente hospitalar, por meio da via
intravenosa, para que ele seja capaz de chegar a regido de interesse. E feita uma infusio lenta, de
modo a diminuir os efeitos colaterais do tratamento. Contudo, outras vias de administragdo para
estas moléculas sdo estudadas, como, por exemplo, a via oral (REILLY; DOMINGO; SANDHU,
1997). Um estudo com o anticorpo monoclonal anti-CD3 demonstrou que, quando administrado
pela via oral em humanos, apresentou-se biologicamente ativo e consiste em um método seguro.
Este estudo comprova a efici€éncia desta via na entrega dos anticorpos, que serdo absorvidos

principalmente pela mucosa intestinal (ILAN et al., 2010).

Com o avango no estudo das IBDs, aumentou também o nimero de potenciais alvos
moleculares que podem ser utilizados pela terapia com anticorpos monoclonais. Alguns destes
sdo as citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao envolvidas no processo inflamatério das
IBDs (SHAH; MAYER, 2010).

As mais recentes abordagens terapéuticas para CD e UC atuam diretamente nas citocinas,
uma vez que estas possuem um papel crucial tanto na inducdo da inflamacao intestinal quanto
em diversos sintomas e complicacdes. Existem quatro maneiras de reduzir os efeitos de uma
citocina no organismo, sdo elas (i) o bloqueio da sua produgdo; (ii) inibi¢do do processo celular
que produz da proteina ativa; (ii1) neutralizag¢do da citocina na circulagdo e (iv) bloqueio do seu
receptor (BIONDO-SIMOES et al., 2003).

Com base nesse conceito, os diferentes tratamentos visam atuar em uma ou mais vias,
para inibir ou bloquear as citocinas pré-inflamatérias envolvidas na patogénese da doenca (NEU-
RATH, 2017). Uma das maneiras de melhorar a eficiéncia dos tratamentos ja conhecidos é
utilizando bactérias geneticamente modificadas como vetores para a entrega dos farmacos e agen-
tes terapéuticos em humanos. O uso destas permite também a entrega do farmaco diretamente
aos sitios de inflamacao na mucosa intestinal (WEGMANN et al., 2017).

Atualmente, dentro do grupo de bactérias que sao utilizadas como vetores, as bactérias
lacticas modificadas geneticamente vém sendo aplicadas na entrega de proteinas funcionais
em mucosas como forma de tratamento de inimeras patologias, incluindo as IBDs (CANO-
GARRIDO; SERAS-FRANZOSO; GARCIA-FRUITOS, 2015).

2.8 Bactérias Lacticas

As bactérias lacticas (BAL) sdo um grupo heterogéneo e ubiquo de microrganismos

capazes de obter energia pela conversdo de hexoses em dcido l4ctico. Sdo gram-positivas,
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mesofilas, anaerdbias facultativas, imdveis, ndo produtoras de esporos e ndao produtoras de cata-
lase. Dentre tais caracteristicas, a sua capacidade de produzir o dcido lactico é a responsavel por
nomear o grupo (MAKAROVA; KOONIN, 2007; CARVALHO et al., 2017).

Espécies deste grupo podem ser encontradas em diferentes ambientes, desde frutas e
vegetais em decomposi¢ao, até o trato gastrointestinal, oral e urogenital de mamiferos e outros
animais (H et al., 2005). Os mais importantes géneros de LABs sdo Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Enterococcus, Tetragenococcus, Pediococcus, Weissela, Carnobacterium, Strepto-
coccus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998).

A maior parte das BALs possuem o status GRAS (do inglés, Generally Regarded as Safe)
pela Food and Drug Administration (FDA) e pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (United States Departament of Agriculture, USDA), indicando que tais bactérias nao

apresentam efeitos patogénicos e podem ser utilizados de forma segura (DANIEL et al., 2011).

Sao um dos grupos de bactérias mais importantes no ambito industrial. Sua utilizac¢ao
¢ feita desde a antiguidade, podendo ser empregada na producdo e conservacdo de alimentos
fermentados, como queijos, 1ogurtes, paes, vinhos, carnes e embutidos (WELLS; MERCENIER,
2008). Além disso, pode ser utilizada na producao de acido latico (MARTINEZ et al., 2013),
bacteriocinas (VUYST; LEROY, 2007) e exopolissacarideos (WELMAN; MADDOX, 2003).

Outro uso comum das BALs € como probiético, com a fun¢ao de impedir e diminuir a
colonizacao intestinal por uma microbiota patogénica, evitando assim, respostas inflamatdrias
decorrentes deste desequilibrio. Entre as espécies com efeitos probidticos, destacam-se as

Lactobacillus spp., Streptococcus spp. e Lactococcus spp. (SANDERS, 2003).

Além do seu uso tradicional, novas aplicagdes estdo surgindo para as BALs, entre elas
estd o uso como vacinas orais (STEIDLER et al., 2000) e a produgdo de proteinas heter6logas.
As bactérias lacticas atuam como “usinas celulares” ou biofdbricas produzindo citocinas, en-
zimas, antigenos, anticorpos, entre outras moléculas de interesse biotecnolégico (NOUAILLE
et al., 2003a). Além destas aplicacdes, por serem pouco imunogénicas, as BALs podem ser
utilizadas também nos programas de imunizacdo, atuando como veiculo para entrega destas
proteinas e antigenos diretamente 4 mucosa do hospedeiro (MERCENIER; MULLER-ALOUF;
GRANGETTE, 2000).

2.8.1 Lactococcus lactis

Dentre as BALSs, a Lactococcus lactis é a espécie mais bem caracterizada do grupo. E con-
siderada organismo modelo no estudo do metabolismo, fisiologia e genética das BALs. E de facil
manipulacdo em laboratdrio, possui status GRAS, é heterofermentativa facultativa e mesdfila.
Foi a primeira das BALs a ter seu genoma completamente sequenciado, e por esse motivo, um
grande numero de ferramentas genéticas ja estdo documentadas para este grupo, como protocolos

de transformacao, vetores de clonagem e vetores de selecao (MILLS et al., 2006).
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Existem duas subespécies de L.lactis, elas foram inicialmente designadas como Strepto-
coccus lactis e Streptococcus cremoris antes de serem reclassificadas como L. lactis ssp. lactis e
L. lactis ssp. cremoris, respectivamente (K.H.SCHLEIFER et al., 1985). Estas subespécies sao
amplamente utilizadas devido seu interesse industrial, além disso, se tornaram 6timos modelos
para estudos de biologia molecular, genética, metabolismo e fisiologia das BALs (BOLOTIN et
al., 2001).

O avango no estudo destas bactérias, principalmente no campo da genética, permitiu
o surgimento de novas aplicac¢des para elas, como a entrega de proteinas heter6logas, genes e
vacinas nos sitios de mucosas do hospedeiro (BAHEY-EL-DIN; GAHAN; GRIFFIN, 2010).

Tradicionalmente, os sistemas de expressao de alta eficiéncia em procariotos, ou seja, sis-
temas que produzem grandes quantidades de proteinas heter6logas, sdo utilizados em Escherichia
coli (CHEN, 2012). Alguns problemas estdo relacionados ao uso de E.coli na produgao de pro-
teinas heter6logas. Uma delas € a presenca de LPS, que € naturalmente imunogénica e deve ser
retirada antes do uso em humanos. Outro problema estd no fato de que a proteina produzida, na
maioria dos sistemas de expressao, fica acumulada no interior da célula. Para que estas sejam
retiradas, sdo necessdrias vdrias etapas de purificacdo, além de ser um processo dificil, estas
etapas podem deixar o processo mais caro (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

A L.lactis aparece como um micro-organismo alternativo viavel para producao destas
proteinas em relagdo a outros modelos, como E.coli e Pichia pastoris. Inimeras proteinas de
origem eucariotica, bacteriana e viral ja foram produzidas utilizando L.lactis, entre elas temos
enzimas, bacteriocinas, fatores de viruléncia, alérgenos e interleucinas (NOUAILLE et al., 2003b;
LOIR et al., 2005). Dentre os sistemas de expressdo mais utilizados em L.lactis, se destacam o
sistema NICE (Nisin Controlled Expression System) (MIERAU; KLEEREBEZEM, 2005) e o
sistema XIES (Xylose-Inducible Expression System) (MIYOSHI et al., 2004).

A maior dificuldade no uso de L.lactis para producdo de proteinas heterélogas estd na ex-
pressdo de alguns genes eucaridticos. O problema surge pela falta de mecanismos intracelulares
de processamento pds-traducional, como glicosilacao e formagdo de pontes dissulfeto nestas
bactérias. Estas modifica¢des sdo importantes para gerar a forma ativa da proteina. Quando esse
processamento ndo acontece corretamente, a proteina de interesse serd produzida em pequenas

quantidades ou ndo chegard a sua forma ativa (PONTES et al., 2011).

Para contornar este problema as BALs podem ser utilizadas como veiculo para entrega
dos plasmideos de DNA. Estes plasmideos levam consigo os genes eucaridticos de interesse
que necessitam de modifica¢des pds-traducionais. Ao serem entregues as células eucaridticas do
hospedeiro, os plasmideos serdo expressos e a proteina serd produzida corretamente, utilizando a
maquinaria celular destas células (BERMUDEZ—HUMARAN et al., 2013; GUIMARAES et al.,
2009a).

Algumas caracteristicas as fazem bons organismos para desempenhar esta funcdo de
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carreadora. Entre elas estdo a capacidade de resistir ao ambiente dcido do estdbmago, permitindo
assim que elas cheguem vidveis a mucosa intestinal; ndo possuem lipopolissacarideos (LPS) na
sua parece celular e ndo sdo imunogénicas. Diante disto, podem ser utilizadas tanto nos processos
de imuniza¢do quanto como vetores (MERCENIER; MULLER-ALOUF; GRANGETTE, 2000).

De modo a melhorar o processo de entrega deste DNA, foi construido um plasmideo
com nome de pValac (Figura 1) Ele foi construido a partir da fusdo de: (i) um promotor de
citomegalovirus (pCMV), que permite a expressao da proteina em células eucaridticas; (i1) duas
origens de replicacdo, uma proveniente de L.lactis (Rep A) e outra de E. coli (Rep C), permitindo
a replicagdo deste plasmideo nestas duas linhagens bacterianas; (iii) gene de resisténcia ao
cloranfenicol, um antibiético de amplo espectro, a presenca deste gene € importante para o
processo de selecio das linhagens recombinantes; (iv) um sitio de clonagem multipla (MCS) (v)
sequéncia sinal de poliadenilacdo do Hormonio Bovino de Crescimento (BHG-poliA), que vai
ajudar na estabiliza¢@o do transcrito de RNA . Além destas caracteristicas, este plasmideo possui
dois sitios de restri¢ao, Clal e Bgl/ll, para atuar também na ligacdo das regides eucaridticas e
procariéticas no plasmideo (GUIMARAES et al., 2009b).

Figura 1 - Estrutura do plasmideo pValac

TT promoter/priming site
B ad s 9 Nhel AfR Kgnl

| |
ATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAGCTTAAGCTTGGTACCGA
BamHI Ecoll Pxtl EcaRY Matl Ehal
GCTCGGATCCGGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTC
XZhal Apal
GAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGT

TTGOCCCTCOCCCGTGOCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA
polyh

A: Plasmideo pValac. B: Sitio de clonagem mudltipla (MCS) com regides de ligagdo para diferentes enzimas de
restri¢do, destacando ao sitio de ligagdo a RNA polimerase T17 e sitio de reconhecimento a cauda poli-A. Fonte:
Guimaraes et al, 2009.
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Com o objetivo de estudar o mecanismo de entrega dos plasmideos pela bactéria, foi
construida uma linhagem de L. lactis invasiva. Ela foi construida a partir da clonagem do gene de
Staphyloccocus aureus que codifica a Proteina de Ligacdo a Fibronectina A (FnBPA) (BERMUDEZ-
HUMARAN et al., 2013). A FnBPA ¢ uma proteina mediadora de adesdo da bactéria com a
célula do hospedeiro, logo, atua aumentando a entrada da bactéria em células ndo-fagociticas.
Em um experimento in vitro, a producdo de FnBPA na superficie da L.lactis aumentou a sua
capacidade de invasdo das células em 100 vezes e também aumentou a sua capacidade de
transferéncia dos plasmideos em 30 vezes (INNOCENTIN et al., 2009). In vivo, a eficiéncia da
linhagem foi dependente da quantidade de fibronectina livre disponivel no luimen (CHATEL et
al., 2008).

O uso de uma linhagem de L.lactis invasiva (FnBPA+) para entrega de plasmideos de
expressao eucaridtica pode ser vista como uma estratégia de aperfeicoamento do processo de
expressao heterloga. Este uso, se implementado corretamente, ¢ uma opg¢ao segura, econdmica

e eficiente para o tratamento das mais variadas doengas, incluindo a doenca de Crohn.
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3 Objetivos

3.1

32

Objetivo Geral

* Analisar as diferencas dos parametros de peso e comprimento do c6lon entre o protocolo
simultaneo de induc¢do da colite por TNBS e o protocolo fracionado de indu¢do da colite

por TNBS em animais tratados com Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:anti-TNF-o).

Objetivos Especificos

* Induzir a doenca de Crohn com TNBS em camundongos Balb/C de forma fracionada.

* Tratar camundongos Balb/C com a linhagem Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:anti-
TNF-a).

* Avaliar os efeitos macroscopicos do tratamento com a linhagem Lactococcus lac-
tis FnBPA+ (pValac:anti-TNF-o) no protocolo fracionado de indugdo da colite por
TNBS.

* Comparar a média de comprimento do célon entre os protocolos simultdneo e fracio-

nado de indugdo de colite por TNBS.

* Comparar a variacio de peso entre os protocolos simultaneo e fracionado de indugdo de
colite por TNBS.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/C , fémeas, de 7 a 8 semanas. Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Controle Neural da Circulag¢do e Hipertensdo Arterial
(LACONCHA), onde tiveram livre acesso a dgua e racdo durante todo o experimento. Foi
mantido um controle de temperatura (22-24°C) e um ciclo de luz diurno/noturno de 12 horas. Os
procedimentos para experimentag@o animal foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB protocolo 1840030418).

4.2 Linhagem Bacteriana

A bactéria Lactococcus lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-u) foi cedida pelos
colaboradores da Universidade de Brasilia. As culturas foram diluidas em uma solucgdo estéril
de glicerol 80% na proporcao 1:4 (1 parte de glicerol 80% e 4 partes de cultura bacteriana) e
foram mantidas em um ultrafreezer a -80 °C. O cultivo prévio foi feito em meio de cultura dgar
M17 (TERZAGHI; SANDINE, 1975) acrescido de 0,5% de glicose, a 30 °C, por 16 horas, sem

agitacao.
4.3 Preparacdo das Bactérias

A bactéria utilizada no tratamento foi preparada anteriormente a gavagem. Inicialmente,
a bactéria foi aliquotada e centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, a fim separar a bactéria
do meio de cultivo com glicerol. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido
num volume de 1.5 mL de salina e depois passou por uma nova centrifuga¢do nos mesmos
parametros da anterior. Foram feitas outras duas lavagens. Ao final da ultima centrifugacao,
o pellet foi ressuspendido em 1.5 mL de uma solucdo de PBS adicionada de 10% de soro
fetal bovino (SFB). A bactéria ficou incubada nesta solug@o por 1 hora a 4 °C. Apds essa
etapa, foram realizadas trés novas lavagens com objetivo de retirar a solucao de PBS-SFB 10%.
No fim, a bactéria foi resuspendida no volume de salina proporcional ao nimero de doses

foram administradas naquele dia.

4.4  Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos nos dois protocolos de induc¢ao da doenga
de Crohn analisados. Sao eles: (i) Controle: tratamento oral com salina e instilacao intra-retal
de etanol (n=7); (ii)) TNBS: tratamento oral com salina e instilacdo intra-retal de etanol/TNBS
(n=11); (ii1) Anti-TNF-a: tratamento oral com L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-o) e

instilagdo intra-retal de etanol/TNBS (n=6). Todos os animais foram pesados diariamente.
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4.5 Inducdo da colite por TNBS
4.5.1 Protocolo simultaneo de indugdo da colite por TNBS

O protocolo simultaneo de inducdo da colite por TNBS, adaptado de Wirtz et al.
(2017), foi executado em um periodo de 25 dias. Este protocolo foi realizado anteriormente por
Franca (2018). A Figura 2 mostra o cronograma de inducao da colite por TNBS destacando as

principais etapas e os dias que estas foram executadas.

Figura 2 — Cronograma da inducéo da colite por TNBS e tratamento com bactérias
Tratamento

Sensibilizagio \ \ II' \ \Il -I-
| |

| | | | I |
0 7 14 19 21 23 24

Tempo (dias)

Dia 0: Sensibilizagdo; Dia 7: Primeira indugdo da colite; Dia 14: Segunda indugdo da colite; Dia 19: Primeiro dia do

tratamento com a bactéria L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-a) via gavagem; Dia 21: Terceira inducio

da colite; Dia 23: Ultimo dia do tratamento com a bactéria L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-«) e Dia
24: Eutanasia. Fonte: Adaptado de Wirtz (2017).

As doses de TNBS foram administradas de forma progressiva a cada 7 dias, com 0.75, 1.0
e 2.5 mg de TNBS, respectivamente. Entre os dias 19 e 23 foi feito o tratamento com a bactéria
via gavagem e no dia 24 os animais foram eutanasiados com a retirada imediata do sangue e

orgaos (intestino e baco) para andlises posteriores.

A sensibilizacdo foi feita sete dias antes da primeira instilacdo intra-retal de TNBS. Nesta
primeira etapa os animais foram anestesiados com isoflurano 2% e foi feita a raspagem dos
pelos da regido dorsal. Foram aplicados 150 ul da solugdo de pré-sensibilizag¢@o diretamente na
pele do animal. Esta solugdo € composta por uma mistura (acetona e azeite na proporg¢ao 4:1,

respectivamente) + TNBS 1%.

Em todas as trés inducdes os animais foram inicialmente anestesiados via injecdo intrape-
ritoneal de uma mistura de cetamina e xilazina. O volume de anestésico administrado para cada
animal foi calculado utilizando cetamina e xilasina (75 mg/kg + 10 mg/kg do animal). Logo apds
a anestesia, para os animais do grupo TNBS e anti-TNF-a, foram efetuadas as administragdes
intra-retais de uma solu¢ao de TNBS. As doses de TNBS foram administradas de forma progres-
siva a cada 7 dias, com 0.75, 1.0 e 2.5 mg de TNBS 5%, respectivamente (Figura 1). Estas doses
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foram associadas ao etanol 40% chegando a um volume final de 100 ul por camundongo. Os
animais do grupo Controle receberam uma solu¢cdo sem TNBS, composta por dgua destilada,
salina e etanol 40%. A composi¢do e os volumes utilizados de cada reagente nas trés inducdes
estdo retratados nas Tabelas 1, 2 e 3. A 4gua destilada € utilizada no lugar do TNBS 5% no grupo

Controle.

Tabela 1 — Composi¢ao das solucoes utilizadas na 1¢ inducao

Grupos TNBS e anti-TNF-« Grupo Controle
TNBS 5% = 15 ul Agua destilada = 15 pl
Etanol 40% =40 ul Etanol 40% = 40 ul
Salina = 45 pl Salina = 45 pl
Volume Final = 100 ul Volume Final = 100 ul

Fonte: Autor
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Tabela 2 — Composiciao das solucoes utilizadas na 2¢ inducao

Grupos TNBS e anti-TNF-« Grupo Controle
TNBS 5% =30 ul Agua destilada = 30 yl
Etanol 40%= 40 ul Etanol 40%= 40 ul

Salina = 30 ul Salina = 30 ul
Volume Final = 100 pl Volume Final = 100 pl

Fonte: Autor

Tabela 3 — Composicao das solucgdes utilizadas na 3¢ inducio

Grupos TNBS e anti-TNF-o Grupo Controle
TNBS 5% =50 ul Agua destilada = 50 ul
Etanol 40%= 40 ul Etanol 40%= 40 ul

Salina = 10 pl Salina = 10 pl
Volume Final = 100 ul Volume Final = 100 ul

Fonte: Autor

4.5.2 Protocolo fracionado de indugdo da colite por TNBS

Devido ao nimero limitado de animais, o experimento foi fracionado, feito com no

maximo dois animais por dia. O protocolo fracionado de inducao da colite por TNBS &, entdo,
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uma adaptacdo do protocolo simultaneo descrito anteriormente.Todos os animais tinham de 7 a 8
semanas e passaram pelos 25 dias de experimento. As Tabelas 4, 5 e 6 mostram o cronograma
do modelo fracionado de indugado da colite por TNBS nos grupos Controle, TNBS e anti-TNF-q,

respectivamente.

Cada grupo foi fracionado, de maneira que apenas dois animais tivessem seu periodo
de inducao iniciado por dia. Por exemplo, o grupo Controle (n=7) contou com animais que
iniciaram o protocolo de indugdo (Dia 0) nos dias 20, 22, 24 e 26 de Julho de 2018 (Tabela
4). O grupo TNBS (n=11) incluiu animais que comecaram nos dias 21, 23, 25 e 26 de Julho
de 2018, como também animais que iniciaram nos dias 11 e 13 de Agosto de 2018 (Tabela 5).
O grupo anti-TNF-o (n=6) contou com animais que iniciaram nos dias 10, 12 e 14 de Agosto
de 2018 (Tabela 6). Cada dupla de camundongos que tinham o mesmo dia de inicio também
possuiam a mesma data para eutandsia. A eutandsia dos animais que sobreviveram ao protocolo

de inducdo se deu 25 dias apds a respectiva data de inicio.

Tabela 4 — Cronograma do protocolo fracionado de inducio da colite por TNBS para o grupo Controle

Grupo Animais Data de im’cif) do Data de térmi.no do
protocolo (Dia 0) protocolo (Dia 24)

1 20/07/18 13/08/18

Controle 2 20/07/18 13/08/18

3 22/07/18 15/08/18

4 22/07/18 15/08/18

5 24/07/18 17/08/18

6 24/07/18 17/08/18

7 26/07/18 19/08/18

Fonte: Autor
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Tabela 5 — Cronograma do protocolo fracionado de inducio da colite por TNBS para o grupo TNBS

Grupo Animais Data de inl’cif) do Data de térmi.no do
protocolo (Dia 0) protocolo (Dia 24)

1 21/07/18 13/08/18

2 21/07/18 13/08/18
TNBS

3 23/07/18 15/08/18

4 23/07/18 15/08/18

5 25/07/18 17/08/18

6 25/07/18 17/08/18

7 26/07/18 19/08/18

8 11/08/18 04/09/18

9 11/08/18 04/09/18

10 13/08/18 06/09/18

11 13/08/18 06/09/18

Fonte: Autor
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Tabela 6 — Cronograma do protocolo fracionado de inducio da colite por TNBS para o grupo tratamento

anti-TNF- o
Grupo Animais Data de inicio do Data de término do
P protocolo (Dia 0) protocolo (Dia 24)
1 10/08/18 03/09/18
Tratamento
TNF- o
2 10/08/18 03/09/18
3 12/08/18 05/09/18
4 12/08/18 05/09/18
5 14/08/18 07/09/18
6 14/08/18 07/09/18

Fonte: Autor

4.6 Tratamento

Os animais do grupo tratado anti-TNF-a recebeu através de gavagem, 1 x 10° UFC da
linhagem L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-o) ressuspendida num volume de 100
uL de salina. As inoculag¢des foram feitas por cinco dias consecutivos (dias 19, 20, 21, 22 e 23).
Durante o mesmo periodo, os grupos Controle e TNBS receberam o indculo de salina estéril,
pelo mesmo método de gavagem, para que fossem expostos as mesmas condi¢des de estresse e

manipulacdo ao grupo que recebeu o tratamento com a bactéria.

4.7 Retirada do Célon

Ap6s a eutandsia dos animais, o c6lon foi cuidadosamente retirado, lavado e o compri-
mento foi mensurado considerando sua extensdo desde a jun¢do com o ceco até o reto. A medida

foi realizada com o auxilio de uma régua graduada em centimetros.
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4.8 Analises Estatisticas

As médias de comprimento do c6lon e variagdo do peso foram analisadas pelo teste
paramétrico One-way e Two-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey e Teste de Bonferroni,
respectivamente. As comparagdes foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, California, U.S.A.). Os valores com intervalos de confianca

menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Peso dos animais

O célculo, em porcentagem, da variagdo de peso dos animais foi feito com o objetivo
de avaliar de forma sist€mica, a gravidade das lesdes causadas pela injecdo intra-retal de TNBS.

Ele foi feito, inicialmente, considerando 100% de peso no dia 0 do experimento (Figuras 3 e 4).

Durante o Experimento I (protocolo simultaneo de indu¢do da colite por TNBS) o grupo
Controle apresentou ganho de peso corporal, como também manteve um valor sempre maior que
o seu peso inicial. Por outro lado, os grupos que foram induzidos a colite, apresentaram uma
variagdo de peso considerdvel durante o experimento, onde as maiores variagcdes foram dadas

nos dias seguintes as administracdes de TNBS, que se deram nos dias 7, 14 e 21 (Figura 3).

Figura 3 — Variacao do peso dos animais no protocolo simultineo de inducio de colite por TNBS
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A variacdo do peso dos animais do modelo simultaneo de inducdo de colite por TNBS estd expressa pela
porcentagem em relagc@o ao peso no dia 0. Nimero de animais por grupo: Controle (n=4), TNBS (n=6) e TNF-a
(n=6). As setas indicam as trés indu¢des com TNBS, nos dias 7, 14 e 21. Andlise realizada utilizando o teste
Two-way ANOVA e o p6s-teste de Bonferroni, sendo p<0,05. Fonte: Adaptado de Franga (2018).

Este modelo deve ser acompanhado por uma perda de peso progressiva quando em
comparacao aos animais que foram administrados com apenas etanol. Além disso, a taxa de
mortalidade se eleva com o aumento da perda de peso do animal (NEURATH et al., 1995). A
inflamacao causada por TNBS € caracterizada pela formacgdo de udlceras focais e granulomas,
distor¢do de criptas e espessamento do célon (FOLIGNE et al., 2006a).

O TNF-a tém efeitos significantes no metabolismo energético e apetite, estando envolvido
na perda de peso em diversas doencas, como obesidade (M.BULLO-BONET et al., 1999) e
a doencga pulmonar obstrutiva cronica (FRANCIA et al., 1994). Ele atua como inibidor da

diferenciacao de adipdcitos, por meio da supressdo de marcadores metabdlicos responsaveis
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por este processo, como a lipoproteina lipase (LPL) , glicerol-3-fosfato desidrogenase e o
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4). Além disso, o TNF-o também promove a lipdlise
de adipdcitos maduros e interfere a cascata de sinalizagdo da insulina, impedindo absor¢ao
de glicose pelo mecanismo de transporte dependente de insulina (HUBE; HAUNER, 2000).
Outra molécula importante em quadros de obesidade, € a leptina, esta também pode ter sua
expressao e secrecdo aumentada quando estimulada pelo aumento de TNF-o no organismo
(KIRCHGESSNER et al., 1998).

Os animais do grupo TNBS e anti-TNF-a apresentaram uma perda de peso por 2-3 dias
seguidos ap6s a injecdo de TNBS, assim como os estudos realizados por Avila-Roman et al.
(2016) e Mariman et al. (2011). Os camundongos tratados com anti-TNF-o apresentaram uma
perda de peso menor que o grupo TNBS entre a primeira e segunda instilagdo (Dias 7 a 14),
e depois da segunda indugdo este valor de perda de peso se manteve equivalente a variagao
do grupo TNBS. No dia da eutanésia (Dia 24), os grupos Controle e anti-TNF-o apresentaram
uma porcentagem de peso maior que seus respectivos pesos iniciais, enquanto que o grupo TNBS

mostrou a menor porcentagem de peso corporal.

Foi observada uma diferenga estatistica entre os grupos Controle e TNBS, mas ndo
houve diferenca entre os grupos TNBS e anti-TNF-a. A comparagao entre os grupos Controle e
anti-TNF-o também mostrou ndo ser estatisticamente significativa. Estes dados sugerem que o
tratamento com o anti-TNF-a foi capaz de diminuir ou prevenir o dano tecidual causado pela

indug@o com TNBS, resultados similares foram encontrados por Li et al. (2017).

Durante o Experimento II (protocolo fracionado de inducdo da colite por TNBS), repre-
sentado na Figura 4, o grupo Controle apresentou ganho de peso corporal, mas diferentemente
do observado no Experimento I, nio manteve um valor sempre maior que o seu peso inicial.
Tanto o grupo Controle, quanto os grupos que foram induzidos a colite, apresentaram uma
variacdo de peso considerdvel durante o experimento. De maneira similar a Figura 3, as maiores
variacdes ocorreram nos dias seguintes as administracdes de TNBS, que se deram nos dias 7, 14
e 21(Figura 4).

Os camundongos tratados com anti-TNF-o apresentaram uma perda de peso similar ao
grupo TNBS e Controle durante toda indugdo até chegar no periodo de tratamento, entre os
dias 19 e 23. Dentro deste periodo foram encontrados dois dias (Dias 19 e 21) em que houve
uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos TNBS e anti-TNF-q, estes estao
representados no grafico por um (*). No dia da eutandsia (Dia 24), de forma parecida a Figura
3, os grupos Controle e anti-TNF-o apresentaram uma porcentagem de peso maior que seus
respectivos pesos iniciais, enquanto que o grupo TNBS mostrou a menor porcentagem de peso

corporal.
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Figura 4 — Variacao do peso dos animais no protocolo fracionado de inducao de colite por TNBS
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A variag¢io do peso dos animais do modelo fracionado de inducdo de colite por TNBS estd expressa pela
porcentagem em relagdo ao peso no dia 0. Nimero de animais por grupo: Controle (n=6), TNBS (n=6) ¢ TNF-o
(n=6). As setas indicam as trés indu¢des com TNBS, nos dias 7, 14 e 21. Andlise realizada utilizando o teste
Two-way ANOVA e o pos-teste de Bonferroni, sendo p<0,05. (*) equivale a diferenca estatisticamente significante
entre os grupos TNBS e anti-TNF-a. Fonte: Autor.

As Figuras 5 e 6 mostram a variagao do peso em relagdo ao peso do animal no primeiro
dia de tratamento (Dia 19) nos protocolos simultaneo e fracionado, respectivamente. Dentro
deste periodo esta a ultima inducdo com TNBS, que ocorre no dia 21. Apds cada administracdao
de TNBS, o animal apresenta uma perda de peso. Um dos mecanismos pelo qual esta alteracdo
acontece no protocolo murino de induc@o de colite por TNBS foi descrito por Gurung et al.
(2018) e envolve a via de sinalizacdo intracelular atrelada ao receptor de fator de necrose
tumoral 1 (TNF-R1). Esta via estd diretamente relacionada a ativacdo do NF-xB, esta ativacao
foi causada pelo aumento de TNF-a, em que esta via atua como um dos mecanismos principais
na fisiopatologia da colite cronica, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo e citocinas

pré-inflamatorias.

Contudo, ndo houve diferenca significativa entre as médias dos grupos Controle, TNBS
e anti-TNF-o no protocolo simultaneo durante o periodo de tratamento, entre os dias 19 e 23
(Figura 5). O mesmo resultado foi observado no protocolo fracionado de indugao da colite
por TNBS (Figura 6). Apesar de ndo apresentar uma diferenca estatisticamente significativa, o
gréfico apresenta uma tendéncia ao resultado pretendido. Estes resultados, para serem validados,
necessitariam de um maior nimero de animais por grupo. Em sua maioria, as pesquisas que
envolvem o método de indu¢@o por TNBS utilizam um nimero de animais por grupo maior que
10. Alguns destes estudos, como os realizados por Jeong et al. (2013) e Mariman et al. (2011),
utilizam entre 10 e 12 animais em cada grupo analisado que passa pelo método de indugdo por
TNBS.
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Figura 5 — Variacao do peso dos animais entre os dias 19 e 24 no protocolo simultineo de inducio de colite
por TNBS
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A variagdo do peso dos animais do modelo simultaneo de inducgdo de colite por TNBS estd expressa pela
porcentagem em relacdo ao peso no inicio do tratamento (Dia 19) com a L. lactis MG1363 FnBPA+
(pValac:anti-TNF-o). Nimero de animais por grupo: Controle (n=4), TNBS (n=6) e TNF-a (n=6). Percentual de
varia¢do do peso em relagdo ao inicio do tratamento (Dia 19) com a L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-a).
Andlise realizada utilizando o teste Two-way ANOVA e o pds-teste de Bonferroni, sendo p<0,05. Fonte: Autor.

Figura 6 — Variacao do peso dos animais entre os dias 19 e 24 no protocolo fracionado de inducio da colite
por TNBS
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A variagdo do peso dos animais do modelo fracionado de indugdo de colite por TNBS esta expressa pela
porcentagem em relagdo ao peso no inicio do tratamento (Dia 19) com a L. lactis MG1363 FnBPA+
(pValac:anti-TNF-o). Numero de animais por grupo: Controle (n=6), TNBS (n=6) e TNF-u (n=6). Percentual de
variac¢do do peso em relagdo ao inicio do tratamento (Dia 19) com a L. lactis MG1363 FnBPA+ (pValac:anti-TNF-a).
Andlise realizada utilizando o teste Two-way ANOVA e o pds-teste de Bonferroni, sendo p<0,05. Fonte: Autor.
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5.2 Comprimento do célon

Em relacdo a andlise do comprimento do célon no protocolo simultaneo de indugao de
colite por TNBS (Figura 7), a média de comprimento do c6lon do grupo Controle foi de 8.775
cm, apresentando uma variagdo entre 7.5 e 10.2 cm. Para o grupo TNBS, a média foi de 7.916
cm, com uma variagdo entre 5.8 e 10 cm. E para o grupo anti-TNF-o, a média foi de 7.7 cm, com
valores variando entre 7 € 9 cm. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a média
dos trés grupos. Este dado sugere que o tratamento com anti-TNF-o ndo promoveu uma melhora

significativa quanto ao encurtamento do c6lon encontrado no grupo TNBS.

O protocolo de colite induzida por TNBS utilizada neste trabalho demonstrou semelhan-
cas quanto aos sinais clinicos observados na doenca de Crohn em humanos, como perda de peso,
diarréia, sangramento retal e prolapso retal (JONES-HALL; GRISHAM, 2014).

Outros estudos mostram que durante a progressao da doenga de Crohn, ocorre um espes-
samento da parede intestinal com presenca de fibrose, levando a uma tracdo da camada muscular
e resultando num encurtamento do célon (FOLIGNE et al., 2006b). Além disso, o desenvolvi-
mento da colite cronica pelo protocolo de indu¢do por TNBS, deve apresentar, em comparacao
ao grupo Controle, uma diminui¢do no comprimento do célon dos animais induzidos por TNBS.

Esta alteracdo pode ser vista em estudos realizados por Oh et al. (2014) e Jeong et al. (2013).

Figura 7 — Comprimento do célon no protocolo simultineo de inducio de colite por TNBS
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Nuimero de animais por grupo: Controle (n=4), TNBS (n=6) e TNF-a (n=6). Andlise comparativa entre os grupos
foi realizada pelo teste One-way ANOVA com pos-teste de Tukey, sendo p<0,05. Fonte: Autor

Quanto ao protocolo fracionado de indu¢ao da colite por TNBS (Figura 8), o comprimento
do célon dos animais do grupo Controle variou entre 8.2 € 10.5 cm, com uma média de 9.166 cm.
Para o grupo TNBS o comprimento variou entre 6.5 € 8.5 cm, com uma média de 7.433 cm. E o

grupo anti-TNF-a obteve uma média de 9.466 cm, com uma variagdo entre 8.9 e 10 cm. Neste
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grafico € importante destacar que houve uma diferenca significativa entre a média dos grupos
Controle e TNBS, e dos grupos anti-TNF-o. e TNBS. Mas nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos Controle e anti-TNF-o.

A diminui¢do do comprimento do c6lon encontrada nos animais do grupo TNBS condiz
com o que era esperado para este protocolo, como também demonstra a semelhanca deste aos
sinais clinicos da doenca de Crohn. Este mesmo resultado pode ser encontrado em outros estudos
que utilizaram o protocolo de indu¢do com TNBS para avaliacdo da eficicia ou efeito protetor
de uma molécula de interesse. O resultado apresentado na Figura 8 é compativel aos resultados
obtidos nos estudos do farrerol (RAN et al., 2018), extrato de antocianinas do mirtilo (WU
et al., 2011) e 6leo de cominho preto (ISIK et al., 2010). Em todos trés experimentos citados
houve uma diminuicdo dos niveis de anti-TNF-a, seja por meio do bloqueio pelo anticorpo
monoclonal quanto pela acao intracelular dos respectivos compostos. Houve também um au-
mento no comprimento do célon do grupo tratado quando em comparacdo ao grupo TNBS.
Estes dados comprovam a agdo benéfica dos respectivos tratamentos na resposta inflamato-
ria contra a inducao da colite por TNBS e o efeito protetor destas moléculas, incluindo o
anticorpo anti-TNF-o (SHEN et al., 2007).

Figura 8 — Comprimento do célon no protocolo fracionado de inducao da colite por TNBS

Experimento Il

11+ *
li
° . R— e Controle
3
S 104 A‘ TNBS
5 —_—
S —% A Anti-TNF-a
o 94 o A,
o L
-
=}
HES g
E
=1
£ 74
=3
&)
6

Controle TNBS Anti-TNF-a

Numero de animais por grupo: Controle (n=6), TNBS (n=6) e TNF-uo (n=6). Andlise comparativa entre 0s grupos
foi realizada pelo teste One-way ANOVA com pés-teste de Tukey, sendo p<0,05. Fonte: Autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em concordancia a hipétese levantada neste estudo, a alteracdo do protocolo ndo influen-
cia de forma significativa os resultados observados quanto a varia¢do de peso e comprimento do

cblon dos animais.

Quanto a variacao do peso dos animais, ndo houve uma diferenca significativa entre
os dois protocolos de indugdo da colite por TNBS (simultineo e fracionado). E em relagdo ao
comprimento do célon dos animais, o protocolo fracionado de indu¢do da colite por TNBS

apresentou um resultado satisfatério e mais aproximado ao que se encontra em outros trabalhos.

Embora a indugdo seja feita de forma fracionada, deve-se manter da melhor forma
possivel o controle de todas as varidveis. Estudos futuros, com um maior nimero de animais e
avaliacdo de outros parametros, sao necessdrios para obter uma melhor compreensao destes dois

modelos de indugdo da colite por TNBS.
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GLOSSARIO

ACIDO LATICO: E um 4cido monocarboxilico resultado da metabolizacdo do acucar.

ANTIBACTERIANO: Substancia que impede ou inibe o desenvolvimento de bactérias.

ANTICORPO: Proteinas que atuam no sistema imunologico de defesa do organismo.

ANTIGENO: Toda substincia que ao entrar no organismo induz uma resposta imune e

producdo de anticorpos contra ele.

AUTOFAGTIA: Processo celular de degradacao e reciclagem de componentes da célula.

BIOFABRICA: Organismo vivo utilizado na produgdo em larga escala de moléculas de alto

valor agregado.

BIOFARMACO: Medicamento originado a partir de uma fonte ou processo bioldgico.

CITOCINA: Molécula envolvida na emissao de sinais entre as células do organismo durante

uma resposta imune.

COLITE: Reagao inflamatdria no célon.

COLON: Por¢io média do intestino grosso que vai do ceco ao reto.

EUCARIONTES: Seres vivos que possuem nucleo celular delimitado por uma membrana

nuclear.

EUTANASIA: Técnica de causar a morte de uma maneira indolor e com o minimo de estresse.

FRACIONADO: Algo que se fracionou, foi dividido em fra¢des ou partes menores.

GAVAGEM: Método de introducdo de alimentos liquidos no estobmago através de um tubo

inserido pela boca.



GENES EUCARIOTICOS: Genes de organismos eucariontes.

HEXOSE: Monossacarideo formado por uma cadeia de seis &tomos de carbono.
HISTOPATOLOGIA: E o estudo de como uma doenga afeta um conjunto de células ou a
analise microscopica de tecidos que foram removidos de pacientes doentes quando ¢ realizada
uma biodpsia.

[LEO: Porgio final do intestino delgado.

INFLAMACAO: E uma reagio do organismo a uma infec¢éo ou lesdo tecidual.

INFLAMACAO AGUDA: E a inflamagio inicial em resposta a uma leso celular ou tecidual.

INFLAMACAO CRONICA: E uma inflamagdo de duragdo prolongada e que acontece de

s€manas a meses.

INJECAO INTRAPERITONEAL: Inje¢dio de uma substincia no peritonio.

INOCULACAO: Ato de introduzir, transmitir, injetar, uma vacina, toxina, virus ou bactéria em

um outro organismo, humano ou animal.

INOCULO: Nome dado a suspensdo de um micro-organismo com concentragio definida.

INSTILACAO INTRA-RETAL: Introdugio de um liquido ou tratamento pelo reto.

MICROBIOTA: Conjunto de micro-organismos que habitam um ecossistema.

MURINO: Adjetivo dado que diz respeito aos ratos.

PATOGENESE: E o modo pelo qual os agentes etiologicos agridem o organismo.



PATOGENOS: Organismos que sdo capazes de causar doenga no hospedeiro, alguns exemplos

sdo os fungos, virus, protozoarios e bactérias.

PLASMIDEO: Molécula circular de DNA capaz de se reproduzir de forma independente ao
DNA genomico.

PROTEINA RECOMBINANTE: Proteina que foi codificada a partir de um gene que sofreu

recombinacao.

QUIMERICO: Adjetivo relativo & quimera.

RECIDIVA: Reaparecimento da doenca ou sintoma apds um periodo de tempo de médio a

longo.

REMITENTE: Doenga cujo sintomas diminuem de intensidade por alguns periodos de tempo.

SINERGICO: Agdo simultanea.

SINTOMATOLOGIA: E o estudo e interpretagio dos sintomas observados em uma doenga.

SORO FETAL BOVINO: E a fragdo liquida do sangue coagulado de um feto bovino.

UBIQUO: Algo que esta presente ou existe em toda parte.



