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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A leishmaniose é um conjunto de doenças negligenciadas, e uma das suas 

formas mais frequente no Brasil é a leishmaniose cutânea causada Leishmania braziliensis (L. 

braziliensis). Esta forma clínica é caracterizada por lesões cutâneas únicas na forma de úlcera 

com bordas elevadas e fundo necrótico, causada principalmente pela resposta inflamatória 

exacerbada, induzida por células Th1 produtoras de IFN-γ e apresentando um número reduzido 

de parasitas no local da lesão. Em modelos de doenças autoimunes e inflamatórias, o uso da 

indução de tolerância oral (TO) tem se mostrado promissor no desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas, pois os mecanismos regulatórios gerados pela TO diminuem a inflamação causada 

nestas doenças. Trabalhos da literatura têm mostrado que as Lactococcus lactis (L. lactis), 

bactérias lácticas, não patogênicas e Gram-positivas são boas ferramentas para a indução da 

TO. Neste trabalho, utilizamos a cepa recombinante de L. lactis geneticamente modificada 

produtora da proteína de choque térmico 65 (Hsp65) derivada do Mycobacterium leprae. A 

Hsp65 possui um papel regulador importante no sistema imune, modulando principalmente 

respostas inflamatórias devido a sua capacidade de inibir a produção de citocinas, como TNF e 

IFN-γ, e de aumentar IL-10 pelas células T regulatórias (Tregs). OBJETIVO: Avaliar o 

potencial terapêutico da administração oral de L. lactis produtoras de Hsp65, como tratamento 

imunomodulador em modelo experimental de leishmaniose cutânea causada por L. braziliensis 

em camundongos BALB/c. MÉTODO: Camundongos BALB/c foram desafiados na orelha 

com promastigotas metacíclicas de L. braziliensis. Após quatro semanas de infecção, os animais 

foram tratados por via oral com L. lactis produtoras ou não de Hsp65 durante quatro dias 

consecutivos. Nos diferentes grupos de animais avaliou-se a espessura da lesão, a carga 

parasitária, citocinas produzidas pelas células dos linfonodos drenantes da lesão e a frequência 

de células Tregs envolvidas na indução da TO durante todo o período de infecção. 

RESULTADOS: O acompanhamento semanal da espessura das lesões durante a infecção 

mostrou que, os animais tratados por via oral com L. lactis produtora de Hsp65 desenvolveu 

lesões menores e apresentaram uma menor destruição tecidual após o tratamento comparados 

aos animais dos grupos controles (Lb e Lb/Ø). O tratamento oral com Hsp65 reduziu a carga 

parasitária a partir de 6 semanas de infecção em relação aos animais que não receberam Hsp65. 

Foi observado também uma redução na produção de IFN-γ nos linfonodos drenantes da lesão 

dos animais tratados com Hsp65 seguido de um aumento de IL-10, evidenciando um balanço 

entre a produção de citocinas pro- e anti-inflamatórias. O tratamento oral com L. lactis 

produtora de Hsp65 também promoveu o aumento da frequência de células Tregs como 

CD4+CD25+Foxp3+ e CD4+LAP+ (TGF-β associado à membrana) nos linfonodos drenantes da 

lesão causada por L. braziliensis. CONCLUSÕES: A utilização da TO utilizando a proteína 

heteróloga Hsp65 apresenta boas perspectivas para seu emprego no tratamento da leishmaniose 

cutânea. 

 

Palavras-chave: Hsp65. Leishmaniose. Leishmania braziliensis. Lactococcus lactis. 

Tolerância oral. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Leishmaniasis is a group of neglected diseases, and one of its most 

frequent forms in Brazil is cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis (L. 

braziliensis). Unique cutaneous lesions characterize this clinical form as an ulcer with raised 

edges and necrotic background, mainly driven by an exacerbated inflammatory response 

induced by IFN-γ-producing Th1 cells and presenting a reduced number of parasites at the 

lesion site. In models of autoimmune and inflammatory diseases, oral tolerance (OT) induction 

has shown promise in developing therapeutics, as the regulatory mechanisms generated by OT 

decrease the inflammation caused by these diseases. Literature studies have demonstrated that 

Lactococcus lactis (L. lactis), non-pathogenic and Gram-positive lactic bacteria are good tools 

for the induction. This work used the genetically modified recombinant strain L.lactis- 

producing heat shock protein 65 (Hsp65) derived from Mycobacterium leprae. Hsp65 has an 

essential regulatory role in the immune system, mainly modulating inflammatory responses due 

to its ability to inhibit the production of cytokines, such as TNF and IFN-γ, and to increase IL- 

10 by regulatory T cells (Tregs). OBJECTIVE: To evaluate the therapeutic potential of oral 

administration of Hsp65-producing L. lactis as an immunomodulatory treatment in an 

experimental model of cutaneous leishmaniasis caused by L. braziliensis in BALB/c mice. 

METHOD: BALB/c mice were challenged in the ear with L. braziliensis metacyclic 

promastigotes. After four weeks of infection, the animals were treated orally with L. lactis 

producing or not producing Hsp65 for four consecutive days. In the different groups of animals, 

the thickness of the lesion, the parasite load, cytokines produced by the cells of the lymph nodes 

draining the lesion and the frequency of Tregs cells involved in the induction of TO during the 

entire infection period were evaluated. RESULTS: Weekly monitoring of lesion thickness 

during infection showed that animals treated orally with Hsp65-producing L. lactis developed 

smaller lesions and showed less tissue destruction after treatment than animals in the control 

groups (Lb and Lb/Ø). Hsp65-oral treatment reduced the parasite load from 6 weeks of infection 

compared to those that not receive Hsp65. It was also observed a reduction in that he production 

of IFN-γ in the lymph nodes draining the lesion of the animals treated with Hsp65 followed by 

an increase in IL-10, evidencing a balance between the production of pro- and anti- 

inflammatory cytokines. Oral treatment with Hsp65-producing L. lactis also increased the 

frequency of Treg cells such as CD4+CD25+Foxp3+ and CD4+LAP+ (membrane-associated 

TGF-β) in the draining lymph nodes of the lesion caused by L. braziliensis. CONCLUSIONS: 

The use of TO using the heterologous protein Hsp65 presents good prospects for its use in the 

treatment for leishmaniasis. 
 

Keywords: Hsp65. Leishmaniasis. Leishmania braziliensis. Lactococcus lactis. Oral tolerance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 LEISHMANIOSE E ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 
 

A leishmaniose constitui um complexo de doenças causadas por protozoários parasitas 

do gênero Leishmania spp. com mais de 20 espécies conhecidas ao redor do mundo. Existem 

duas principais formas da doença: a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kala- 

azar e a leishmaniose tegumentar (LT), que é a forma mais comum (WHO, 2021). Estima-se 

que a leishmaniose é uma das principais doenças negligenciadas no mundo (ALVAR et al., 

2012). 

As leishmanioses estão presentes e continuam sendo um dos principais problemas de 

saúde no mundo: noventa e dois países são endêmicos para LT e oitenta e três para LV (WHO, 

2021). Atualmente, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), mais de 1 bilhão de 

pessoas estão em áreas endêmicas com risco de infecção e estima-se que ocorram mais de 1 

milhão de casos de LT anualmente (Figura 1). Em 2019, 53 países endêmicos para LT 

reportaram dados para o Programa Global de Leishmaniose da OMS. Neste mesmo ano, o Brasil 

registrou 15.484 casos de LT e ficou entre os 12 países com maiores número de casos, 

totalizando 91% da incidência global para esta forma da doença (WHO, 2020). 

 

Figura 1 - Status de endemicidade da Leishmaniose Cutânea no mundo, 2020. 

Fonte: (WHO, 2021). 
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No Brasil, entre 2003 e 2018 foram registrados mais de 300.000 casos de LT, com uma 

média 21.528 casos por ano. Existem registros de LT em todas as unidades federativas, no 

entanto, neste período foi observado que a região Norte reportou maior número de casos, 

seguida da região Nordeste (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

Na Bahia, a LT esteve presente em 195 (46,76%) municípios do Estado. Segundo a 

Secretaria de Saúde do Estado da Bahia (SESAB), a análise do histórico de casos e incidência 

de 2003 a 2020 mostrou que a doença possui ampla distribuição, sendo registrados um total de 

35.256 novos casos confirmados de LT na Bahia com a média anual de 2.712 casos (SESAB, 

2020). 

Em 2017, segundo o Sistema de Informação Regional para Leishmanioses nas Américas 

(SisLeish), os casos de LC no Brasil ocorreram em todas as idades, no entanto, a faixa etária 

de > 20 anos < 50 anos foi predominante (PAHO/WHO, 2019). Na Bahia, em 2020, houve uma 

predominância de casos confirmados para LT em indivíduos do sexo masculino, na faixa etária 

economicamente ativa de 20 a 34 anos, de raça parda e com baixa escolaridade (SESAB, 2020). 

Desta forma, a LT representa um importante problema de saúde pública no Brasil, devido a sua 

alta incidência e ampla distribuição, especialmente na Bahia onde já foram detectados casos 

nos maiores centros urbanos. Além disso, a doença assume um importante papel 

socioeconômico pelo risco dos pacientes, principalmente das formas mucocutânea e cutânea 

difusa, desenvolverem lesões desfigurantes, até mesmo incapacitantes, sendo consideradas 

como doenças ocupacionais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 
1.2 VETOR, AGENTE ETIOLÓGICO E CICLO BIOLÓGICO 

 
 

As leishmanioses são causadas por protozoários parasitas do gênero Leishmania 

(Ordem: Kinetoplastida; Família: Trypanosomatidae), que tem seu ciclo biológico realizado em 

dois hospedeiros: vertebrados (canídeos, felinos, marsupiais, raposas, roedores e humanos) e 

invertebrado (flebotomíneo) (ANTONIOU et al., 2013; DE OLIVEIRA LARA-SILVA et al., 

2015; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). Durante seu ciclo de vida, o parasita assume duas formas 

evolutivas distintas: a promastigota que se apresenta na forma flagelada, fusiforme, são móveis 

e extracelulares, são encontradas no intestino médio do flebotomíneo; e a amastigota que possui 

uma forma arredondada, são imóveis, obrigatoriamente intracelulares, sendo encontradas 

parasitando as células fagocitárias do hospedeiro mamífero (ALEXANDER et al., 1999). 

Os vetores da doença são os insetos fêmea de flebotomíneos que pertencem à ordem 

Díptera e família Psychodidae, que fazem parte de diferentes gêneros: Lutzomyia no novo 
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Mundo (Américas) e Phlebotomus no Velho Mundo. (BATES, 2007; LAINSON; RANGEL, 

2005). Além disso, a transmissão da doença é realizada através da picada do vetor durante o 

repasto sanguíneo, por isso somente as fêmeas são consideradas transmissoras pelo fato de 

serem hematófagas (GAUDÊNCIO et al., 2015; READ, 1979) . No Brasil, as principais 

espécies de vetores envolvidos na transmissão da LT são Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. 

umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu. migonei (LAINSON; RANGEL, 2005). 

Nas Américas já foram identificadas 11 espécies de Leishmania consideradas 

causadoras da LT em humanos (COSTA, 2005). No Brasil, já foram reconhecidas 7 espécies 

de Leishmania como agentes etiológicos da doença, sendo seis destas do subgênero Viannia e 

uma do subgênero Leishmania. Atualmente, as três principais espécies conhecidas são: L. (L.) 

amazonensis, L (V.) braziliensis, L (V.) guyanensis; além de outras espécies do subgênero 

Viannia que foram identificadas na região Norte e Nordeste: L. (V.) lainsoni, L (V.) naiffi, L 

(V.) lindenberg e L (V.) shawi. As espécies Leishmania braziliensis (L. braziliensis) e 

Leishmania. amazonensis (L. amazonensis) são as principais causadoras de LT na Bahia (Figura 

2) (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

 

Figura 2 - Distribuição de espécies de Leishmania responsáveis pela transmissão de leishmaniose tegumentar, 

Brasil, 2005. 

Fonte: Adaptado de (SVS/MS, 2005) 
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O ciclo biológico da Leishmania começa no intestino médio do vetor flebotomíneo, 

onde as promastigotas procíclicas de Leishmania se diferenciam em promastigotas metacíclicas 

infectantes. Durante o repasto sanguíneo, a fêmea do flebotomíneo infectado regurgita as 

promastigotas metacíclicas na pele do indivíduo. Além disso, são liberados componentes do 

vetor imunomodulatórios, importantes para o estabelecimento da infecção no hospedeiro 

vertebrado. Então, os parasitas Leishmania serão fagocitados por diversos tipos celulares 

presentes no local, como macrófagos e neutrófilos (KAYE; SCOTT, 2011). Os macrófagos são 

as células hospedeiras das Leishmania onde ocorre a proliferação dos parasitas (ANTOINE et 

al., 1998). Após as metacíclicas de Leishmania estarem presentes nos fagolissosomos dos 

macrófagos, elas se diferenciam em amastigotas. As amastigotas se replicam na célula do 

hospedeiro, que se rompem quando existem uma grande quantidade de parasitas no seu interior, 

permitindo a reinfecção em outras células fagocíticas locais. O ciclo de transmissão da 

Leishmania sp. se fecha quando os fagócitos infectados são ingeridos por outro flebotomíneo 

durante um novo repasto sanguíneo. Assim também, as amastigotas sofrem uma série de 

alterações morfológicas no flebotomíneo, onde se transformam em promastigotas metacíclicas 

infectantes (KAYE; SCOTT, 2011) (Figura 3). 

Figura 3 - Ciclo de vida da Leishmania. 

Fonte: Adaptado de (REITHINGER et al., 2007). 
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1.3 CLÍNICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 
 

A maioria das infecções por Leishmania spp. ocorre através da entrada de parasitas pela 

pele do hospedeiro vertebrado, no entanto o conjunto de manifestações clínicas causado por 

este protozoário é bastante variável, e está ligado diretamente com a identificação das espécies 

infectantes e a resposta imune do hospedeiro (COSTA, 2005). A LT é a forma mais comum e 

é caracterizada pela formação de lesões ulceradas ou nodulares, que geralmente ocorrem em 

áreas expostas do corpo como face, braços, pernas e pés (Revisto em BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018; PACE, 2014). Esta forma clínica ainda pode ser classificada em 4 subtipos 

de manifestações clínicas: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea (LMC), 

leishmaniose cutânea difusa (LD) e leishmaniose cutânea disseminada (LCD) (PEARSON; DE 

QUEIROZ SOUSA, 1996). 

A LC é a forma mais frequente da doença, caracterizada por causar lesões únicas 

circulares, ulceradas, com bordas elevadas e possuem um fundo necrótico com aspecto 

granuloso. Estas lesões apresentam cura espontânea, no entanto o tempo de resolução pode 

levar semanas ou meses, e mesmo evoluindo para a cura, as lesões podem deixar cicatrizes 

atróficas estigmatizantes, com hipo ou hiperpigmentação (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 

2017). No Brasil, o principal agente etiológico causador da LC é a Leishmania braziliensis 

(CONVIT et al., 1993; MARSDEN et al., 1984; SILVEIRA et al., 2008, 2009). 

A LMC é caracterizada pela migração dos parasitos de lesões ulceradas simples na 

pele para lesões destrutivas na mucosa, tanto da nasofaríngea quanto da orofaríngea. Essas 

lesões apresentam um número bastante reduzido de parasitas com uma resposta inflamatória 

exacerbada, causada pela alta produção de interferon-gama (IFN-γ) (maior do que visto na LC), 

em conjunto com a baixa produção de interleucina 10 (IL-10), o que impede a modulação da 

resposta pro-inflamatória e determina a destruição tecidual presente nesta forma clínica 

(MARSDEN, 1986; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). O principal agente etiológico da LMC 

é L. braziliensis, que neste caso é capaz de persistir na lesão após a cura e metastizar para a 

mucosa (DE OLIVEIRA GUERRA et al., 2011). 

Em casos de LD, os indivíduos apresentam um número grande de lesões papulares ou 

nodulares causadas pela disseminação de parasitas por vias linfáticas e hematogênicas 

(MARSDEN, 1986). As lesões ocorrem com frequência nas regiões da face e do tronco dos 

pacientes (CARVALHO et al., 1994). Apesar destas lesões não apresentarem uma cura 

espontânea, a LD não oferece um risco de morte aos pacientes acometidos com a doença. No 

entanto, o diagnóstico tardio e precário pode acarretar o aumento do tamanho das lesões e o 
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desenvolvimento de lesões bacterianas secundárias (DAVID; CRAFT, 2009). As principais 

espécies causadoras da LD são L. braziliensis e L. amazonensis (PEARSON; DE QUEIROZ 

SOUSA, 1996; VIEIRA et al., 2002). 

A LCD é principalmente causada pela L. amazonensis, caracterizada pela formação de 

lesões múltiplas não-ulcerativas com aparência papular ou nodular contendo muitos parasitas 

(HANDLER et al., 2015; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). As lesões podem 

apresentar variados tamanhos e em diferentes regiões do corpo. A ausência de ulceração e o 

crescimento descontrolado de amastigotas é consequência, principalmente, da falta de uma 

resposta imune celular específica nesta forma da doença (BARROSO et al., 2018; CAMPOS et 

al., 2018; SILVEIRA et al., 2008). 

 
1.4 RESPOSTA IMUNE CONTRA INFECÇÃO POR LEISHMANIA 

 
 

A resposta imunológica na LC é iniciada por células imunes inatas residentes na pele. 

Estas células possuem receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), que interagem com os 

padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPS) da Leishmania (LIU; UZONNA, 

2012; SACRAMENTO et al., 2017), levando a uma resposta caracterizada pela produção de 

mediadores inflamatórios. 

Além disso, interações coordenadas entre os mecanismos mediados por células imunes 

inatas e a ativação de populações de células T específicas levam à produção de citocinas 

inflamatórias que amplificam a resposta contra os parasitas levando à sua eliminação, porém 

com destruição tecidual, sendo uma das causas da patogênese da doença (ATRI; GUERFALI; 

LAOUINI, 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016). Um exemplo deste fato é a exacerbação da resposta 

observada na leishmaniose mucocutânea, onde o número de parasitas é bastante baixo e a lesão 

é extensa. (BACELLAR et al., 2002). Portanto, a resposta imune do hospedeiro na LC está 

implicada tanto na proteção quanto na imunopatologia da doença (SCOTT; NOVAIS, 2016). 

Após a infecção na pele do hospedeiro através da picada do flebotomíneo, promastigotas 

metacíclicas infectantes de Leishmania spp. têm a necessidade de se esquivar da imunidade 

inata para sobreviver e se replicar dentro das células. Durante a picada, os vasos dérmicos 

superficiais são atingidos dando origem a um lago sanguíneo, concomitantemente, são 

depositadas substâncias da saliva do flebotomíneo, como vasodilatadores e antiagregantes 

plaquetários, que facilitam a inoculação e veiculação dos parasitos na corrente sanguínea do 

hospedeiro vertebrado (ROHOUŠOVÁ; VOLF, 2013). Após a inoculação dos parasitos no 

indivíduo, diferentes tipos celulares são ativados no sítio da infecção, como macrófagos e 
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células dendríticas (DCs), recrutam outras células responsáveis pela eliminação do patógeno e 

sua interação com os parasitas influenciam de forma significativa no desfecho da infecção. 

Diversos estudos demonstram que os neutrófilos são as primeiras células a serem 

recrutadas, rapidamente chegam no sítio da infecção e são responsáveis pela eliminação do 

parasita através da indução da morte intracelular após fagocitose ou através da morte 

extracelular pela liberação de uma rede de fibras que se ligam a patógenos chamadas 

Neutrophils Extracellular Traps (NETs), constituídas por cromatina e proteínas granulares 

(GUIMARÃES-COSTA et al., 2009; HURRELL; REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016). 

Uma vez que os neutrófilos são considerados fagócitos de vida curta, acredita-se que estas 

células são utilizadas com “cavalos de Tróia” pelos parasitas como uma estratégia de entrar 

silenciosamente nos macrófagos sem ativá-los. Além disso, os parasitas inibem os sinais 

apoptóticos celulares dos neutrófilos, com o objetivo de aumentar sua vida útil e a disseminação 

dos parasitas, impedindo que estas células sejam capazes de matar a Leishmania (AGA et al., 

2002; LAUFS et al., 2002; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). 

Um outro papel muito importante dos neutrófilos é a produção da quimiciona CCL4, 

responsável em promover o recrutamento dos macrófagos e DCs, que participam na fagocitose 

de neutrófilos apoptóticos. Quando recrutados, os macrófagos fagocitam as células 

polimorfonucleares (PMNs) infectadas, bem como, parasitas livres, e se tornam a célula 

hospedeira definitiva, tanto para a replicação quanto na eliminação do parasita (LIU; 

UZONNA, 2012; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). 

Após a internalização dos parasitas pelos macrófagos, há a formação do fagolisossomo, 

onde as formas promastigotas se diferenciam rapidamente em amastigotas que são mais 

resistentes ao sistema imunológico do hospedeiro, adaptando-se ao pH ácido do meio 

(WALKER et al., 2014; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002). Os macrófagos possuem duas vias 

distintas de ativação que podem determinar tanto a replicação do parasita quanto a eliminação 

do patógeno. Na via clássica, dois principais mecanismos responsáveis pelo controle da 

infecção por Leishmania são a produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS), gerada pelo 

“burst” respiratório que ocorre durante a fagocitose e o Óxido Nítrico (NO), produzido pela 

enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS). A principal citocina responsável pela ativação 

destas células é o IFN-γ, produzido por células Natural Killers (NK) e T helper do tipo 1 (Th1) 

(BRONTE; ZANOVELLO, 2005; LIEW, 1990;(MARQUES-DA-SILVA et al., 2018). 

Além disso, os parasitas também podem ser fagocitados por DCs. Estas células 

infectadas produzem interleucina 12 (IL-12), essencial para a geração de células T CD4+ 

produtoras de IFN-γ (OKWOR; UZONNA, 2016). Por outro lado, outras células residentes da 
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pele (por exemplo, queratinócitos e células T CD4+ que possuem o receptor Vβ4) produtoras 

de interleucina 4 (IL-4) induzem o desenvolvimento de células T helper do tipo 2 (Th2). Células 

T CD4+ Th2 produzem IL-4 e interleucina 13 (IL-13), o que leva à ativação alternativa dos 

macrófagos, aumento da atividade da arginase e da produção de poliaminas, favorecendo a 

replicação do parasita (LIU; UZONNA, 2012). Assim também, a infecção por Leishmania pode 

induzir uma resposta anti-inflamatória, com a produção de citocinas como IL-10 e fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) que inibem e desativam as funções dos 

macrófagos, afetando negativamente na atividade anti-leishmania destas células infectadas, o 

que contribui para a sobrevivência do parasita (BELKAID et al., 2001; CARNEIRO et al., 

2020;LIU; UZONNA, 2012). 

 
1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS NA LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

 
 

Os trabalhos, utilizando modelos experimentais com foco na resposta imune contra à 

infecção por Leishmania, têm contribuído na elucidação dos mecanismos envolvidas na 

patogênese e na proteção na infecção por Leishmania. Inicialmente, a maioria dos estudos de 

resistência e susceptibilidade em LC foram desenvolvidos em modelos experimentais à 

infecção por L. major em murinos (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Camundongos 

C57BL/6 infectados por L. major apresentam células T CD4+ diferenciadas em um perfil Th1, 

caracterizada pela produção de interleucina 12 (IL-12) e IFN-γ, que ativa os macrófagos, e leva 

à indução de mecanismos de destruição do parasita. A produção de IL-12 por DCs é essencial 

para o desenvolvimento de células T CD4+ com função protetora pela indução dos mecanismos 

de morte do parasita (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Por outro lado, camundongos 

BALB/c infectados por L. major desenvolvem uma resposta com um perfil Th2, caracterizada 

pela produção de IL-4, levando à susceptibilidade/progressão da doença devido a presença de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). 

A IL-10 tem um papel importante na modulação da resposta à infecção, diminuindo a 

inflamação, mas ao mesmo tempo permitindo a sobrevivência de alguns parasitas. Isso foi 

demonstrado em camundongos deficientes de IL-10, quando infectados com baixas doses de L. 

major, foram capazes de eliminar todos os parasitas, levando a uma cura estéril (BELKAID et 

al., 2001). Sendo assim, a diferenciação em respostas Th1 ou Th2 está associada com a 

resistência/cura e susceptibilidade/cronicidade da doença, respectivamente. Deve-se 

considerar, entretanto, que a resistência e suscetibilidade à infecção é multifatorial, sendo um 
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desses fatores a espécie de Leishmania envolvida e o modelo experimental utilizado (BOGDAN 

et al., 1996; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). 

O modelo utilizando a espécie L. major criou um paradigma entre susceptibilidade e 

resistência à LC, que não é aplicável para o estudo da doença em humanos, assim como em 

outros modelos experimentais de leishmanioses. Assim, as espécies do Velho e Novo Mundo 

apresentam divergências no desenvolvimento de estratégias para sobreviver dentro dos sítios 

de infecção, e não somente, existem diferentes fatores de virulência identificados entre as 

espécies do parasita, como também o desfecho clínico é dependente de fatores genéticos do 

hospedeiro (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 

2017). 

Diferentemente do que ocorre com L. major, poucos modelos experimentais foram 

testados com L. braziliensis, possivelmente pelo fato desta espécie não provocar lesões em 

muitas linhagens de camundongos, como por exemplo, C3H/HeJ, C57BL/6J E CBA/CaJ 

(CHILDS et al., 2016; NEAL; HALE, 1983) . Isto ocorre devido a incapacidade desta espécie 

em suprimir a resposta imune Th1, tornando a maioria das linhagens de camundongos 

resistentes à infecção (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998). 

A linhagem murina mais suscetível à infecção por L. braziliensis é BALB/c, que 

apresenta um desfecho clínico semelhante ao observado em humanos, principalmente em 

relação a persistência do parasita, resposta imune e ulceração da lesão. A infecção subcutânea 

na pata de camundongos BALB/c por L. braziliensis promove a formação de lesões pequenas 

e nodulares (ROCHA et al., 2007), já a infecção por via intradérmica na orelha causa úlceras 

semelhantes àquelas observadas em pacientes (DE MOURA et al., 2005) e em ambos os 

modelos, a cura é espontânea. O primeiro trabalho que avaliou a resposta imune deste modelo 

observou que camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis produzem menos IL-4 

comparados aos infectados com L. major, além disso, quando tratados com anti-IFN-γ 

desenvolveram lesões significativamente maiores e progressivas sem resolução (DEKREY; 

LIMA; TITUS, 1998). Deste modo, um mecanismo dependente de IFN-γ é responsável pela 

eliminação do parasita L. braziliensis em camundongos BALB/c. 

No modelo experimental de infecção desenvolvido por De Moura e colaboradores 

(2005), camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis por via intradérmica apresentaram 

diversos aspectos semelhantes à infecção natural, tais como, a disseminação do parasito para os 

linfonodos drenantes, a presença da ulceração na lesão e da intensa resposta imune Th1com a 

produção de citocinas como IFN-γ e quimicionas pro-inflamatórias (DE MOURA et al., 2005) . 

Do mesmo modo, neste modelo foi observado também uma resposta mista Th1/Th2, 
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caracterizada pela presença de células T CD4+ secretoras de IFN-γ, IL-4 e IL-10, confirmando 

a ausência da dominância de resposta Th2 observada na infecção por L. major em animais 

suscetíveis (DE MOURA et al., 2005). Em humanos, o controle da infecção contra a 

Leishmania está associado à diferenciação de linfócitos T específicos produtores de IFN-γ, 

capazes de controlar os parasitas através da ativação de macrófagos infectados (BARRAL et 

al., 1995; SCOTT; NOVAIS, 2016) . Já as citocinas IL-10 e TGF-β possuem um papel anti- 

inflamatório, contribuindo com a replicação dos parasitas nos macrófagos (BARRAL et al., 

1995; BOURREAU et al., 2001; SALHI et al., 2008). Assim, tem sido mostrado que o 

equilíbrio entre as citocinas como IL-10 e IFN-γ é determinante para a cura das lesões, como 

também para a persistência do parasita (GAZE et al., 2006; GOMES-SILVA et al., 2007; 

SALHI et al., 2008). 

Em vista disso, com a finalidade de desenvolver uma alternativa terapêutica que 

usufruísse de mecanismos tolerogênicos capaz de induzir uma imunomodulação, de modo que 

diminuísse a resposta inflamatória exacerbada causada pela infecção por L. braziliensis, 

decidimos testar o protocolo de tolerância oral após a infecção. 

 
1.6 TOLERÂNCIA ORAL 

 
 

Em 1949, Frank Burnet introduziu o conceito de “self” (próprio) e “non-self” (não- 

próprio). Segundo sua hipótese, o conceito de próprio é ativamente definido pelo sistema imune 

ainda no desenvolvimento embrionário. Posteriormente, em 1953, Peter Medawar confirmou a 

teoria do seu colega e a combinação dos seus trabalhos deram a origem ao conceito de tolerância 

imunológica (BILLINGHAM; BRENT; MEDAWAR, 1953). Este fenômeno é conhecido como 

sendo essencial na homeostase do corpo, visto que, a partir dele o organismo consegue tolerar 

autoantígenos e não reagir de forma inflamatória contra eles. 

Um outro mecanismo, análogo à tolerância imunológica, é a tolerância oral (TO) sendo 

definida como um estado de supressão imunológica das respostas celulares e/ou humorais frente 

a antígenos externos que foram ingeridos previamente por via oral (FARIA; WEINER, 2005, 

2006; VAZ et al., 1977). Ela é considerada um mecanismo imunológico natural, pois ocorre 

diariamente com as inúmeras proteínas exógenas ingeridas através da alimentação. A TO possui 

um papel muito importante no organismo, pois contribui para o equilíbrio entre antígenos 

exógenos derivados da dieta e da microbiota comensal do intestino e dos componentes próprios 

do corpo na superfície da mucosa intestinal. 
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A indução de células T regulatórias (Tregs) é um dos principais mecanismos que 

promovem a geração da TO, estas células são capazes de produzir citocinas anti-inflamatórias 

como IL-10 e TGF-β, que atuam na supressão da resposta inflamatória (FARIA; WEINER, 

2005). Além disso, as células Tregs induzidas através da administração de antígenos por via 

oral possuem um efeito de tolerância sistêmica, ou seja, são capazes de migrar e suprimir 

respostas imunes em focos inflamatórios presentes no corpo. Diversos trabalhos com diferentes 

antígenos-alvos de doenças autoimunes mostraram que a sua ingestão por via oral foi capaz de 

prevenir a doença dos modelos experimentais de encefalomielite autoimune experimental, 

colite, artrite, uveíte, tireoidite, entre outras (FARIA; WEINER, 2005) . Desta forma, é 

importante estudar os mecanismos de indução da TO, a fim de utilizá-la como alternativa 

terapêutica que restaurem a homeostase tecidual. 

A mucosa intestinal representa a maior superfície de contato com o meio externo e é a 

rota primária pela qual somos expostos à antígenos diariamente (WEINER; WU, 2011). Ela 

consiste em uma única camada de epitélio intestinal constituído por células absortivas formando 

interface entre o lúmen intestinal (externo) e a lâmina própria (interno). Deste modo, pode-se 

dizer que a anatomia da mucosa intestinal não foi formada para funcionar como uma barreira 

restrita, mas sim como interface, que permite a absorção de nutrientes e ao mesmo tempo abriga 

trilhões de microorganismos comensais (MUCIDA; PARK; CHEROUTRE, 2009; WEINER; 

WU, 2011). 

O ambiente tolerogênico do intestino está relacionado principalmente ao GALT (Tecido 

Linfoide Associado ao Intestino). O GALT é formado pelas placas de Peyer´s (PP), pelos 

folículos linfoides isolados e apêndice. Juntos, o GALT, os linfócitos intraepiteliais (IELs) e os 

linfócitos da lâmina própria (MOWAT, 2003) formam o maior órgão linfoide do corpo. Uma 

rede de linfonodos mesentéricos (LNm) associada ao GALT é responsável pela drenagem de 

vários segmentos dos intestinos delgado e grosso, atuando como um sítio de migração, 

maturação, diferenciação e proliferação de linfócitos ativados na mucosa intestinal após 

estímulo (BRANDTZAEG, 2009; ESTERHÁZY et al., 2019). Desta forma, estas estruturas são 

essenciais para o reconhecimento imune de antígenos no lúmen intestinal e os LNm são 

importantes para o desenvolvimento da TO (SPAHN et al., 2002; WORBS et al., 2006). 

Vários mecanismos efetores relacionados com a indução da tolerância oral foram 

propostos para esclarecer a hiporesponsividade de antígenos derivados da dieta. Já foi 

demonstrado que baixas doses de antígenos administrados por via oral promovem a supressão 

da resposta através da produção de Tregs, por outro lado altas doses podem gerar anergia ou 
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deleção clonal de linfócitos T (CHEN et al., 1995; CHEN; WEINER, 1996; WEINER; WU, 

2011). 

Após a ingestão por via oral, o antígeno pode alcançar o GALT de várias formas. O 

antígeno pode ser capturado pelos dendritos das DCs que atravessam o epitélio e penetram o 

lúmen, pelas células M ou ser absorvido pelas células epiteliais intestinais. Quando 

administrado com baixas doses, o antígeno é capturado por DCs que possuem um perfil 

tolerogênico. Já está bem estabelecido que a captura e apresentação de antígenos pelas DCs 

presentes na lâmina própria (LP) do intestino é importante para o desenvolvimento da TO. As 

DCs CD103+ são fundamentais para a TO, por sua capacidade de produzir ácido retinóico 

(KELSALL, 2008), que juntamente com a citocina TGF-β, torna estas DCs capazes de induzir 

a diferenciação de células Tregs CD4+Foxp3+, essenciais no desenvolvimento da TO 

(COOMBES et al., 2007; MUCIDA; CHEROUTRE, 2007; SCOTT; AUMEUNIER; 

MOWAT, 2011). Após a captura do antígeno, as DCs CD103+ migram para o LNm de maneira 

dependente de CCR7, induzem a diferenciação de células Tregs CD4+Foxp3+. As Tregs que 

expressam moléculas direcionadoras de migração como o receptor de quimiocina CCR9 e a 

integrina α4β7 são capazes de migrar para a LP onde proliferam através da influência de 

macrófagos CX3CR1+ produtores de IL-10 e outras células produtoras de IL-10 e TGF-β, 

auxiliando no processo da tolerância oral (MAZZINI et al., 2014) (Figura 4). Os LNm têm sido 

identificado como o sítio de indução da TO (WORBS et al., 2006), enquanto as PP não são 

necessárias no desenvolvimento da TO (KRAUS; MAYER, 2005; SPAHN et al., 2002). 
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Figura 4 - Indução e manutenção da tolerância oral. 

Fonte: Adaptado de (MOWAT, 2018; DELGOBO et al., 2019; BERTOLINI et al.; 2021). 

 

A captura de antígenos no lúmen intestinal, como por exemplo, proteínas da dieta, 

ocorre por meio de uma variedade de mecanismos, incluindo o transporte dos antígenos através 

das células M para as Placas de Peyer, por DCs que capturam antígenos, ou após a transferência 

de antígeno por macrófagos CX3CR1+ que captam antígenos luminais. Neste caso, DCs 

CD103+CCR7+ são mais eficientes em induzir Tregs e tolerância após serem carregadas de 

antígeno e migrarem para LNm. DCs CD103+ produzem ácido retinóico (RA) e IL-10, que em 

combinação com TGF-β induzem a diferenciação de Treg Foxp3+. As DCs CD103+ também 

mediam a regulação positiva dos receptores de homing do intestino, CCR9 e integrina α4β7, 

permitindo que as Tregs recém-diferenciadas voltem para o LP, onde sofrem expansão local 

para induzir a tolerância oral. A produção de IL-10 por macrófagos CX3CR1+ residentes 

contribui para expandir iTregs Foxp3+ na LP. A presença de TGF-β por si só pode induzir a 

diferenciação de Treg LAP+. 
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Além disso, Tregs medeiam a supressão de respostas inflamatórias pela produção de 

citocinas inibitórias, como IL-10 e TGF-β. As iTregs CD4+Foxp3+ que foram geradas no LNm 

podem estar envolvidas nas consequências sistêmicas da tolerância oral a antígenos proteicos, 

e migram através do vaso linfático eferente para o ducto torácico e posteriormente para a 

corrente sanguínea sendo requeridas em tecidos inflamados. 

Nos LNm ocorre a diferenciação de diversos subtipos de células Tregs no intestino, 

como: Tregs induzidas CD4+CD25+Foxp3+ (iTregs), células Tr1, Tregs LAP+ (células Th3), 

Treg CD8+ e células T γδ. Entre as células Tregs CD4+Foxp3+, as Tregs naturais derivadas do 

timo (nTregs) são importantes na manutenção do controle da autoreatividade a componentes 

próprios evitando assim a formação de doenças autoimunes. O Foxp3 (forkhead box protein 3) 

é um fator de transcrição nuclear chave envolvido na geração de células nTregs. Camundongos 

duplo transgênicos, que possuem linfócitos T reativos à ovabulmina (OVA) e linfócitos B 

reativos à hemaglutinina (HA), não são capazes de produzir nTregs, mas desenvolveram TO à 

OVA (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008). Esses camundongos duplo transgênicos OVA- 

HA, geneticamente deficientes de Foxp3 e, portanto, não produzem iTregs, não desenvolveram 

TO à OVA, indicando que as iTregs CD4+CD25+Foxp3+ na periferia são necessárias para a TO 

(CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008; MUCIDA et al., 2005). 

Além das células iTregs clássicas, outro subtipo de Treg que estão presentes em 

abundância na mucosa intestinal são as células Tregs CD4+LAP+ ou Th3 dependentes de TGF- 

β, que expressam a molécula LAP (latency-associated peptide), denominado como TGF-β de 

membrana (OIDA; WEINER, 2010) e atuam como supressoras de maneira dependente de TGF- 

β (OCHI et al., 2006). O LAP é um pro-peptídeo ligado à superfície celular, que está associado 

não convalentemente ao domínio amino-terminal do TGF-β, formando um complexo TGF-β- 

latente. 

A geração de células Tregs é o produto da apresentação de antígenos orais pelas células 

apresentadoras de antígenos (APCs) presentes na mucosa intestinal. As células Tregs induzem 

preferencialmente a produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10, TGF-β e IL-4 

(FANGER JOANNE L VINEY; MOWAT; O, 1998; SIMIONI et al., 2004). Em seguida, as 

células Tregs migram para os órgãos linfoides com o objetivo de suprimir a resposta 

imunológica através da liberação de citocinas anti-inflamatórias não específicas, além de inibir 

a geração de células efetoras FARIA; WEINER, 1999, 2005, 2006). 

Em resumo, a captura de antígenos pelas DCs com perfil tolerogênico e pelos 

macrófagos residentes CX3CR1+ no GALT, a migração das DCs para os linfonodos 

mesentéricos e a indução de células Tregs com a presença de citocinas anti-inflamatórias 
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representam etapas essenciais durante a indução da TO (MAZZINI et al., 2014; PABST; 

BERNHARDT, 2013). 

Nos últimos anos, a indução da TO já tem sido utilizada com sucesso em inúmeros 

modelos experimentais de doenças autoimunes como também em outras condições 

inflamatórias, como alergias e transplantes (FARIA; WEINER, 2005). Estes protocolos buscam 

um antígeno alvo específico para a indução de tolerância oral e pode ser usada como alternativa 

terapêutica. Por exemplo, foi demonstrado em modelos de artrite, colite, aterosclerose  e 

diabetes que a ingestão oral de autoantígenos preveniu aspectos clínicos da doença (CHEN et 

al., 2016; HARATS et al., 2002). No entanto, o uso do antígeno alvo para induzir a TO pode se 

tornar uma possível desvantagem em doenças autoimunes ou inflamatórias, onde o antígeno 

alvo ainda não é conhecido. 

Surpreendentemente, a tolerância oral está associada com o fenômeno de supressão 

cruzada (VAZ et al., 1981) ou supressão “bystander” (MILLER; LIDER; WEINER, 1991), no 

qual células iTregs pelos antígenos ingeridos pela dieta são capazes de suprimir a resposta 

imune estimulada por outros antígenos, devido a liberação de citocinas imunomoduladoras não 

específicas. Assim, para doenças inflamatórias de órgão específico, podem ser utilizados 

antígenos por via oral capazes de induzir células reguladoras, estas migram para o sítio alvo e 

suprimem a inflamação (FARIA; WEINER, 2006). No modelo de encefalomielite autoimune 

experimental (EAE), após a indução de tolerância oral devido a ingestão do antígeno da mielina, 

foi observado a presença de células supressoras dependentes de TGF-β e identificadas como 

células Tregs CD4+LAP+ do tipo Th3 (MILLER et al., 1992). Além disso, o importante papel 

da IL-10 no fenômeno da indução de TO foi sustentado pela observação que células Tregs do 

tipo Tr1 específicas a ovalbumina (OVA), prevenindo a doença em um modelo de intestino 

inflamado (IBD) (GROUX et al., 1997). 

Outros modelos experimentais de doenças autoimunes também demonstraram a 

utilização do fenômeno de supressão “bystander”. Camundongos administrados com proteína 

básica de mielina (PBM) e co-imunizados com PBM e a proteína proteolipídica da mielina 

preveniram o desenvolvimento da EAE. Nos modelos de artrite, induzida por antígeno ou por 

adjuvante, a doença foi suprimida pela administração de colágeno tipo II (YOSHINO; 

QUATTROCCHI; WEINER, 1995). Os efeitos sistêmicos da indução da TO foram 

demonstrados pela administração de OVA em camundongos, nos quais a formação de 

granuloma e da cicatriz cutânea causada pelo helminto Schistosoma mansoni foram inibidas 

pela injeção de OVA no momento da infecção (AZEVEDO et al., 2012; CANTARUTI et al., 

2017). 
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Além disso, diversos trabalhos têm demonstrado a utilização da bactéria Lactococcus 

lactis (L. lactis) como uma boa ferramenta no tratamento e prevenção de modelos de doenças 

inflamatórias, como EAE, colite induzida por sulfato de sódio dextrano (DSS – Dextran Sulfate 

Sodium) e artrite induzida por antígeno, com a geração de células Tregs induzidas que são 

capazes de inibir efeitos inflamatórios (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUSMAO-SILVA et 

al., 2020; REZENDE et al., 2013). 

Desta forma, as bactérias L. lactis seriam uma potente alternativa de veículo para induzir 

efeitos imunoregulatórios, liberando aos poucos o antígeno administrado por via oral no 

intestino, promovendo a diferenciação de células Tregs capazes de mitigar os efeitos 

inflamatórios de doenças crônicas, como na LC causada por L. braziliensis. 

 
1.7 AS BACTÉRIAS LÁCTICAS E LACTOCOCCUS LACTIS 

 
 

As bactérias lácticas (BL) são amplamente conhecidas no campo da indústria 

alimentícia, principalmente pelo seu uso na produção e preservação de produtos fermentados, 

como por exemplo laticínios em geral (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015) . 

As bactérias lácticas são produtoras de ácido láctico, resultado da fermentação de carboidratos. 

Estas bactérias constituem um grupo heterólogo de microorganismos, considerados como 

Gram-positivos, sem esporulação e primariamente anaeróbicos. O seu uso tradicional na 

indústria de alimentos constata a ausência de patogenicidade, e foram classificadas e 

reconhecidas como “generally regarded as safe” (GRAS) pela FDA (Food and Drug 

Administration) dos Estados Unidos (DONOHUE; GUEIMONDE, 2011; PAHO/WHO, 2002). 

As principais espécies que compreendem o grupo das bactérias lácticas são dos gêneros 

Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus, Streptococcus e Lactococcus, entre outras (STILES; 

HOLZAPFEL, 1997). Além do uso e vantagens para a indústria de alimentos, as BL vêm sendo 

utilizadas como suplementos alimentares probióticos devido a seus efeitos benéficos à saúde 

(GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). De acordo com a OMS, probióticos são 

definidos como microorganismos, que quando administrados em quantidades apropriadas, 

trazem benefícios à saúde (FAHO/WHO, 2002; GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 

2010). 

Muitas BL têm sido estudadas como probióticas por apresentarem efeitos anti- 

inflamatórios, como por exemplo, algumas do tipo Bifidobacterium e Lactobacillus (ISHIDA 

et al., 2005). Desta maneira, os probióticos possuem um papel importante na saúde como um 

todo e na prevenção de infecções (JOHNSON; KLAENHAMMER, 2014; REID et al., 2003), 
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uma vez que, os metabólitos produzidos pela fermentação das BL fornecem um equilíbrio no 

crescimento de bactérias patogênicas e benéficas do intestino, auxiliando na homeostase da 

microbiota envolvida (ISHIDA et al., 2005). 

Pouco tempo atrás, uma nova aplicação começou a ser empregada para as bactérias 

lácticas, seu uso como vetores vivos para antígenos, proteínas terapêuticas ou entrega de DNA 

em superfícies de mucosa (MIYOSHI et al., 2004). Deste então, diversos trabalhos vêm sendo 

realizados com esta tecnologia e dentre as principais espécies de BL utilizadas como vetores 

estão: Lactocobacillus spp. e Lactococcus spp. A espécie L. lactis é a mais caracterizada do 

gênero, devido ao fato de ter sido a primeira bactéria láctica com o genoma completamente 

sequenciado. As L. lactis são bactérias de fácil manipulação genética, gram-positivas, não 

produzem endotoxinas, LPS ou qualquer outro metabólito tóxico (BOLOTIN et al., 2001; DE 

MORENO DE LEBLANC et al., 2015). Em virtude do desenvolvimento de diversas 

tecnologias genéticas, esta espécie é uma das bactérias mais amplamente utilizada no campo 

industrial de lacticínios e isso contribuiu para seu reconhecimento como GRAS. Embora não 

sejam residentes naturais da microbiota intestinal, as L. lactis conseguem sobreviver à passagem 

pelo trato gastrointestinal (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015; WEGMANN 

et al., 2007). 

Nos últimos anos, trabalhos vêm demonstrando a utilização desta BL como um 

organismo geneticamente modificado (OGM), capazes de carregar materiais de interesse como 

DNA e proteínas na mucosa intestinal (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2015). Um dos 

pioneiros, Steidler e colaboradores (1998, 2000) evidenciaram que a cepa de L. lactis construída 

geneticamente para secretar a citocina IL-10, quando administrada por via oral, foi capaz de 

prevenir a colite em camundongos deficientes de IL-10. O grupo de Faria e colaboradores 

(1998, 2003) mostrou em diversos modelos experimentais que a maneira mais eficaz de induzir 

a tolerância oral é através da ingestão contínua de proteínas. 

Desta forma, com o objetivo de mimetizar os efeitos da ingestão contínua, empregou-se 

o uso de bactérias lácticas geneticamente modificadas produtoras de proteínas heterólogas. 

Assim, a sensibilização com a bactéria L. lactis geneticamente construída para produzir e 

secretar OVA foi capaz de induzir o aumento da produção de IL-10, por células iTregs 

específicas à OVA no GALT e no baço, no modelo de camundongos transgênicos DO11.10 

após desafio com injeções de OVA (HUIBREGTSE et al., 2007; MAILLARD; SNAPPER, 

2007). Do mesmo modo, no grupo de Faria e colaboradores observou-se diversos efeitos anti- 

inflamatórios com o uso da L. lactis produtora de Hsp65 em modelos experimentais de doenças 
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autoimunes e inflamatórias (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUSMAO-SILVA et al., 2020; 

REZENDE et al., 2013). 

 
1.8 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO (HSPs) 

 
 

As proteínas de choque térmico, ou Heat Shock Proteins (Hsps), são denominadas como 

um grupo de proteínas funcionais das células de todos os organismos vivos, da bactéria ao ser 

humano. Predominantemente, estão presentes no citosol, na mitocôndria e no retículo 

endoplasmático das células (GULLO; TEOH, 2004). Células que sofrem estresse pela 

exposição a altas temperaturas, toxinas, condições oxidativas e privação de glicose aumentam 

sua expressão de Hsps (DE MAIO, 1999; GALLO et al., 2011). Em condições normais, as Hsps 

também são encontradas em baixas quantidades e possuem um papel essencial no 

funcionamento da célula (ELLIS, 1990; LINDQUIST; CRAIG, 1988). As Hsps atuam na 

manutenção da homeostase celular, servindo principalmente como “chaperonas”, moléculas 

que acompanham e estabilizam outras proteínas em estágios intermediários de dobramento, 

montagem e translocação através de membranas, bem como durante o processo de degradação 

(BUKAU; HORWICH, 1998). Além disso, as “chaperonas” intracelulares, como são 

conhecidas, atuam na reciclagem de proteínas da célula e participam das vias de sinalização da 

sobrevivência celular (BORGES; RAMOS, 2005; MARTIN; HARTL, 1993; STETLER et al., 

2010). 

As proteínas de choque térmico (Hsps) são classificadas em famílias, cujos membros 

são denominados de acordo com seu peso molecular em kilodaltons (kDa). As mais estudadas 

são Hsp60, Hsp70 e Hsp90 (ELLIS, 1990). Estas proteínas são muito bem conservadas 

filogeneticamente, e por isso, são bastante homólogas entre as espécies. Por exemplo, a Hsp60 

humana e bacteriana pode apresentar homologia de até 50% entre sequências de aminoácidos 

(JINDAL et al., 1989). 

Diversos trabalhos já demonstraram que as Hsps possuem um papel importante na 

imunopatologia de doenças autoimunes (ANDROVITSANEA et al., 2021; SAMBORSKI; 

GRZYMISŁAWSKI, 2015; TUKAJ; KAMINSKI, 2019). Deste mesmo modo, apesar de serem 

reconhecidas geralmente como proteínas citosólicas, as Hsps podem ser secretadas ou estarem 

presentes nas membranas e assim são capazes de interagir com células do sistema imunológico 

mediando respostas imunes (SCHMITT et al., 2007). Estudos têm mostrado que Hsps, como 

Hsp60, exercem importantes funções na apresentação de antígeno, ativação de linfócitos e 

macrófagos e na maturação e ativação de DCs (SRIVASTAVA, 2002; WALLIN et al., 2002). 
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As Hsps podem ativar o sistema imune através de diversos receptores de superfície, como 

receptor do tipo Toll 2 (TLR2), receptor do tipo Toll 4 (TLR4), CD14, CD91 e CD40 

(BINDER; SRIVASTAVA, 2004). 

As formas que a Hsp60 pode interagir com o sistema imune já estão bem estabelecidas, 

são elas: (1) como ligante de receptores da imunidade inata, como os receptores TLR2 (ZANIN- 

ZHOROV et al., 2006), promovendo a inibição do recrutamento de células T e, por 

consequência, diminuindo a entrada destas células no sítio inflamatório (ZANIN-ZHOROV et 

al., 2003, 2005); e (2) como autoantígeno sendo reconhecido por receptores da imunidade 

adaptativa (QUINTANA et al., 2008). Foi demonstrado que, após a ligação com o TRL2, a 

Hsp60 induz o aumento da produção de IL-10 e reduz a produção de IFN-γ e TNF-α pelas 

células T (ZANIN-ZHOROV et al., 2003, 2005). Além disso, foi observado que a Hsp60 é 

importante para a sobrevivência e função de células Tregs CD4+CD25+Foxp3+, como também, 

promoveram a diferenciação de células CD4+CD25- em células Tregs CD4+CD25high derivadas 

de pacientes com artrite idiopática juvenil (JIA) (DE KLEER et al., 2004; VAN EDEN; VAN 

DER ZEE; PRAKKEN, 2005). 

Diversos trabalhos também demonstraram que a administração por via oral da Hsp65 

derivada do Mycobacterium leprae (M. leprae), que possui similaridades a Hsp60 humana, foi 

capaz de induzir a tolerância oral e forneceu proteção contra aterosclerose em camundongos e 

artrite induzida por adjuvante em ratos (COBELENS et al., 2002; HARATS et al., 2002; 

MARON et al., 2002). 

Diante disso, as Hsps representam potencial como candidatas promissoras de antígenos 

não específicos, capazes de induzir a diferenciação de células T regulatórias, tornando-se uma 

alternativa relevante para o uso terapêutico da tolerância oral em doenças inflamatórias e 

autoimunes (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUERRA et al., 2021; GUSMAO-SILVA et al., 

2020; JING et al., 2011; REZENDE et al., 2013). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 
 

A leishmaniose é um conjunto de doenças negligenciadas, considerada como uma das 

maiores causas de doenças infecciosas no mundo. A LC é a sua forma clínica mais comum, 

caracterizada pela formação de lesões com bordas elevadas e fundo necrótico, ocorrendo em 

algumas ocasiões lesões desfigurantes e estigmatizantes. Há uma resposta inflamatória intensa, 

porém com poucos parasitas presentes na lesão. Apesar da presença de citocinas inflamatórias 

ser essencial na destruição do parasita, sua produção exacerbada e sem regulação, provoca a 

formação da lesão. Em vista disso, faz-se necessário buscar o equilíbrio entre o processo 

inflamatório e a regulação da resposta imune para destruir o parasita e diminuir o ambiente 

inflamatório causado pela infecção. Nesse sentido, as células Tregs e citocinas 

imunomodulatórias, atuam como principais protagonistas na supressão de efeitos inflamatórios. 

Nos últimos anos, a TO vem sendo utilizada de forma promissora em diversos modelos 

experimentais de doenças autoimunes, como EAE, artrite e diabetes, e em doenças 

inflamatórias tais como colites e alergias. A indução da TO promove a supressão da resposta 

inflamatória através da ação de células Tregs como CD4+CD25+Foxp3+ e CD4+LAP+, que 

secretam citocinas imunomodulatórias como IL-10 e TGF-β (FARIA; WEINER, 2005). Visto 

que, as Hsps possuem uma participação importante na regulação do sistema imune, tanto na 

geração de células Tregs quanto na produção de citocinas anti-inflamatórias, estas proteínas 

tornam-se candidatas promissoras na indução de mecanismos imunoreguladores para 

alternativa terapêutica de doenças autoimunes e anti-inflamatórias. 

Neste contexto, inúmeros estudos demonstraram que a administração por via oral de L. 

lactis recombinantes produtores de Hsp65 derivada do M. leprae promoveu a prevenção em 

diferentes modelos experimentais de doenças autoimunes e inflamatórias, através da indução 

de TO (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUSMAO-SILVA et al., 2020; JING et al., 2011; 

REZENDE et al., 2013). Recentemente, o nosso grupo desenvolveu o primeiro trabalho que 

mostrou o uso da TO induzida pela administração prévia de L. lactis produtor de Hsp65 em um 

modelo de LC em camundongos (GUERRA et al., 2021). Este estudo serve como uma prova 

de conceito que demonstra a possibilidade de modular a resposta inflamatória causada por L. 

Braziliensis, utilizando tolerância oral induzida por L. lactis recombinante. 

Diante disso, com o objetivo de desenvolver uma alternativa terapêutica que induzisse 

efeitos imunomodulatórios através da indução de TO e diminuísse os efeitos inflamatórios 

causados pela infecção por L.braziliensis, no presente trabalho utilizamos a tecnologia de 

entrega da Hsp65 derivada da M. leprae carreada pela cepa de L. lactis recombinante 
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diretamente na mucosa intestinal, desenvolvido por Myoshi e colaboradores em 2004 (UFMG) 

e cedido pelo grupo de Faria e colaboradores (UFMG). 

 
2.1 HIPÓTESE 

 
 

A tolerância oral induzida pela administração de Lactococcus lactis recombinante 

produtora da proteína Hsp65 obtida de Mycobacterium leprae após a infecção modula a 

inflamação causada por Leishmania braziliensis sem interferir na imunidade antiparasitária. 

 

2.2 OBJETIVOS 

 
 

2.2.1 Objetivo geral 

 
 

Avaliar o potencial terapêutico da administração oral de L. lactis produtora de Hsp65, 

como tratamento imunomodulador em modelo experimental de leishmaniose cutânea em 

camundongos BALB/c. 

 
2.2.2 Objetivos específicos 

 
 

• Avaliar se o tratamento oral com L. lactis expressando Hsp65, administrado 4 semanas 

após a infecção, diminui a inflamação causada pela infecção por L. braziliensis no 

tamanho e na carga parasitária da lesão em camundongos BALB/c. 

• Avaliar se o tratamento oral com L. lactis produtora de Hsp65 após a infecção por L. 

braziliensis interfere: 

o Na produção de citocinas inflamatórias e imunomodulatórias pelos linfonodos 

drenantes da lesão; 

o Na expressão de células Tregs envolvidas na indução de tolerância oral nos 

linfonodos drenantes da lesão; 

o Na inflamação causada pela infecção por L. braziliensis. 
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3 DESENHO EXPERIMENTAL 
 

 
 

Figura 5 - Desenho experimental dos estudos in vivo. 

Fonte: Elaborado pela autora 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 ANIMAIS 

 
 

De acordo com a submissão e aprovação do projeto no Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA - Instituto Gonçalo Moniz/Fiocruz-BA), protocolo CEUA Nº 003/2019, foram 

utilizados camundongos fêmeas da espécie Mus Musculus linhagem BALB/c, com 6 a 8 

semanas da idade neste estudo. Para os experimentos in vivo, foram utilizados 180 animais, 

sendo 5 a 10 animais por experimento com nº 3 de repetições. Os animais foram provenientes 

do Biotério do Instituto Gonçalo Moniz (Fiocruz/Bahia), onde foram mantidos à temperatura 

ambiente, com ração comercial apropriada e água ad libitum em microisoladores apropriados 

para criação. 

 
4.2 PARASITAS 

 
 

Os parasitas da espécie L. braziliensis (cepa MHOM/BR/01/BA788) utilizados neste 

estudo foram cultivados em meio Schneider (Sigma, EUA) suplementado com 20% de soro 

bovino fetal inativado (Gibco, EUA), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL), 

estreptomicina (100 µg/mL) a 24 oC por aproximadamente 5 dias até que atingissem a fase 

estacionária de crescimento (promastigotas metacílicas). O crescimento da cultura foi 

acompanhado através da contagem de números de parasitas por mL utilizando a câmara de 

Neubauer, observando-se o crescimento exponencial até a fase estacionária. Para garantir a 

virulência nos experimentos de infecção em animais, foram utilizados parasitas até a 5ª 

passagem. 

 
4.3 INFECÇÃO EXPERIMENTAL 

 
 

Ao chegar à fase estacionária, os parasitas em sua forma promastigota metacíclica foram 

submetidos ao método de purificação mediado pela aglutinação de lectina (Bauhinia purpure) 

como descrito em trabalho prévio (PINTO-DA-SILVA et al., 2002). Assim, foram obtidas 

promastigotas metacíclicas com populações mais homogêneas, tornando a infecção 

experimental mais próxima da condição de infecção natural. Os animais foram, então, 

desafiados na orelha esquerda por via intradérmica (i.d) utilizando seringa com agulha fixa 30G 
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de 1 mL, com uma concentração de 5x105 de parasitas promastigotas metacíclicas purificadas 

de L. braziliensis com o volume final por animal de 10 µL de salina 0,9% estéril. A espessura 

das lesões na orelha foi mensurada semanalmente, utilizando um paquímetro digital (Thomas 

Scientific, EUA). 

 
4.4 OBTENÇÃO DAS LINHAGENS BACTERIANAS E ACONDICONAMENTO 

MICROBIOLÓGICO 

 
As linhagens da bactéria L. lactis utilizadas neste trabalho estão descritas na Tabela 1. 

O meio de cultivo utilizado para o crescimento da bactéria foi M17 (Difco, EUA), suplementado 

com 0,5% de glicose (Merck) ou 1% de xilose (Sigma-Aldrich) (GM17 ou XM17, 

respectivamente). Para o cultivo das bactérias, 10 µg/mL do antibiótico cloranfenicol (Sigma) 

foi adicionado aos meios GM17 ou XM17. As bactérias foram crescidas a 30ºC sem agitação. 

Para fins de armazenamento, as linhagens de L. lactis foram cultivadas como descrito 

anteriormente e, em seguida, foram diluídas (4:1) em uma solução estéril de glicerol 80% e 

acondicionadas no freezer -80ºC. 

 
Tabela 1 - Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho. 

Espécie bacteriana Linhagem utilizada Fonte 

L. lactis NCDO2118 L. lactis subsp. Lactis selvagem Laboratório de Genética Celular e 

Molecular (LGCM) da Universidade 

Federal de Minas Gerais 

 
L. lactis pSEC: HSP65 

 
L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de 

expressão pXyIT:SEC:HSP65/Cmr com a 

sequência codificadora do peptídeo sinal 

da proteína Usp45 (SPUsp) de L. lactis 

fusionada à ORF HSP65 de M. leprae sob 

o controle do promotor PxyIT 

 
Rocha, 2007 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora 

 
 

A representação dos vetores de expressão de L. lactis produtor de Hsp65 está ilustrado 

na Figura 6. Para confirmar a expressão de Hsp65 recombinante produzida por L. lactis, foi 

estimado que L. lactis pSEC (produtor de Hsp na forma secretada) produz 7 mg/L de Hsp65 
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(MYOSHI et al., 2004). Além disso, a Hsp65 produzida por L. lactis é livre de LPS. Os detalhes 

do preparo das soluções e meios de cultura citados segue abaixo: 

• Glicose (40% p/v): 40g de Glicose (Merck) foram dissolvidas em uma quantidade 

suficiente para 100 mL de água pura. Em uma capela de fluxo laminar para condições 

de esterilidade, a solução foi filtrada utilizando filtro de 0,22 µm (Corning), aliquotada 

e posteriormente acondicionada a 4ºC. 

• Xilose (25% p/v): 25 g de Xilose foram dissolvidas em 100 mL de água ultrapura. Em 

uma capela de fluxo laminar para condições de esterilidade, a solução foi filtrada 

utilizando filtro de 0,22 µm (Corning), aliquotada e prontamente acondicionada a -20ºC. 

• Cloranfenicol (10µg/mL): 100 mg de cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10 

mL de álcool etílico PA (Merck). Em uma capela de fluxo laminar para condições de 

esterilidade, a solução foi filtrada utilizando filtro de 0,22 µm (Corning), aliquotada e 

em seguida acondicionada a -20ºC. 

• Meio M17 líquido: 37,5 g de M17 foram pesados em balança analítica, e em seguida 

dissolvidos em 950 mL de água ultrapura. A solução foi homogeneizada utilizando um 

agitador magnético, e o pH foi ajustado para 6,9. Posteriormente o meio foi autoclavado 

durante 15 minutos a 120ºC. 

• Meio + Glicose (GM17): Meio M17 com adição de 0,5% de Glicose estéril. 

• Meio + Xilose (XM17): Meio M17 com adição de 1% de Xilose estéril. 

• Glicerol (80%): 80 mL de glicerol foram dissolvidos em 100 mL de água pura. Em 

seguida a solução foi autoclavada a 120°C por 15 minutos, aliquotada, e armazenada a 

4°C. 
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Cmr: Resistência ao antibiótico cloranfenicol 

ORF: Sequência de leitura aberta – do inglês “Open Reading frame” 

Figura 6 - Representação dos vetores de expressão pXyIT:SEC:Hsp65. PxyIT: Promotor induzido por 

xilose. RBS: Sítio de ligação do ribossomo da sequência codificadora da proteína Usp45 de L. lactis. PS: 

Peptídeo sinal da proteína Usp45. Nsil e EcoRI: Sítio para as enzimas de restrição Nsil e EcoRI. rHSP65: 

ORF HSP65 de M. leprae. repA e repC: Origens de replicação. Cm: Gene que confere resistência ao 

cloranfenicol. 

Fonte: (AZEVEDO, 2009). 

 

4.5 INDUÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DA CEPA LACTOCOCCUS LACTIS 

RECOMBINANTE 

 
Para a indução da expressão da proteína de interesse pela bactéria são necessários dois 

processos consecutivos e dependentes que correspondem ao preparo do (1) inóculo, para 

estimular a proliferação bacteriana e (2) o induzido, no qual ocorre a indução da expressão da 

proteína de interesse pela bactéria geneticamente modificada pelo sistema de expressão 

induzida por xilose (XIES) (MYOSHI et al., 2004). 

• Dia 1 (Inóculo): Uma única cultura isolada de cada uma das linhagens da bactéria L. 

lactis: expressando a proteína Hsp65 recombinante (L. lactis pSEC:HSP65) e da 

bactéria contendo o plasmídeo vazio (L. lactis NCDO2118), sem a presença do gene 

que expressa a proteína Hsp65 (10 µL) foram inseridas individualmente em 5 mL de 

meio GM17 suplementando com cloranfenicol na concentração de 10 mg/mL. Os 
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inóculos são mantidos na estufa 30ºC por 24 horas, sem agitação. O preparado dos 

inóculos sempre ocorreu no horário entre 16 e 18:00 horas em condições de esterilidade. 

• Dia 2 (Induzido): As culturas isoladas crescidas durante a noite, contendo as linhagens 

da bactéria L. lactis NCDO2118 e L. lactis pSEC:HSP65 foram diluídas (1:10.0000) em 

meio GM17 (controle negativo da indução) e em meio XM17 (meio GM17 acrescido 

com xilose) em volume determinado em função da quantidade de animais a serem 

tratados, sabendo-se que cada animal ingere em média 5 mL de líquido por dia (7 

mg/mL de Hsp65). Posteriormente, os induzidos foram incubados na estufa a 30ºC por 

mais 18 horas, sem agitação. A indução também foi realizada sempre no horário entre 

16 e 18:00 horas em condições de esterilidade. 

• Dia 3-6 (Administração do tratamento oral): Após 4 semanas de infecção, o acesso 

a água foi interrompido durante 4 dias e foi disponibilizado aos animais, para beber, 

apenas o meio GM17 inoculado com L. lactis portador do plasmídeo vazio ou meio 

XM17 inoculado com L. lactis produtora de Hsp65 derivada do M. leprae após a etapa 

de indução. 

 
4.6ADMINISTRAÇÃO POR VIA ORAL DO TRATAMENTO E GRUPOS 

EXPERIMENTAIS 

 
Camundongos BALB/c fêmeas após 4 semanas de infecção causada por L. braziliensis 

foram distribuídos aleatoriamente em três grupos experimentais distintos. Os animais 

receberam por via oral água ou as diferentes culturas das bactérias de L. lactis considerando-se 

que a média de consumo líquido é em torno de 5 mL/dia por animal. A administração por via 

oral do tratamento com L. lactis produtor ou não de Hps65 foi realizado durante 4 dias 

consecutivos utilizando mamadeiras estéreis trocadas a cada 24 horas, seguindo o protocolo já 

estabelecido em Gomes-Santos et al. (2017), Rezende et al. (2013), Gusmão et al. (2020) e 

Guerra et al. (2021). 

Os experimentos foram repetidos 3 vezes, sendo que em cada um deles, os animais 

foram distribuídos em 3 grupos de 5 a 10 animais cada, conforme detalhado abaixo: 

• Grupo Lb: Camundongos BALB/c fêmeas infectados com L. braziliensis que 

receberam apenas água durante a administração por via oral do tratamento com L. lactis 

recombinante. 
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• Grupo Lb/Ø (Vazio): Camundongos BALB/c fêmeas infectados com L. braziliensis 

administrados com a bactéria L. lactis com o plasmídeo vazio após 4 semanas de 

infecção. 

• Grupo Lb/Hsp: Camundongos BALB/c fêmeas infectados com L. braziliensis 

administrados com a bactéria L. lactis produtora da proteína recombinante Hsp65 após 

4 semanas de infecção. 

 
4.7 DETERMINAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA 

 
 

Os animais foram submetidos a eutanásia após 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infecção para 

a coleta das orelhas infectadas e dos linfonodos drenantes da lesão. Os órgãos foram removidos 

com o auxílio de materiais cirúrgicos estéreis previamente autoclavados. 

Após a remoção em condições de esterilidade, os órgãos foram macerados em 1 mL de 

RPMI suplementado [10% de soro bovino fetal + estreptomicina (100 mg/mL)] manejando com 

uma peneira celular (“cell strainer”) com o tamanho de 40µm e o fundo do êmbolo da seringa 

(3 ou 5 mL) e posteriormente centrifugados a 1500 rpm, a 4ºC por 10 minutos. O sedimento foi 

ressuspendido em 1 mL de RPMI suplementado com HEPES e diluído de forma seriada em 

uma placa de 96 poços fundo chato contendo meio Schneider completo [10% de soro bovino 

fetal + estreptomicina (100 mg/mL)]. As placas foram vedadas e incubadas a 24ºC durante 15 

dias. 

A determinação da carga parasitária foi realizada pelo ensaio de diluição limitante 

descrito previamente em Belkaid et al. (1996, 2000 e 2002). A análise foi feita pela observação 

dos poços através do microscópio óptico invertido com aumento 20X (Nikkon) para apontar as 

diluições que possuíam parasitas. 

 
4.8 CULTURA DE CÉLULAS 

 
 

As culturas foram realizadas com as células obtidas dos linfonodos drenantes da lesão 

dos animais infectados tratados ou não. Os animais foram eutanasiados em 6, 7, 8, 9 e 10 

semanas após infecção e os linfonodos foram coletados, macerados em 1 mL de RPMI completo 

utilizando um “cell strainer” (40 µm) e, posteriormente, centrifugados a 1500 rpm a 4ºC por 

10 minutos. Após a centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de RPMI 

suplementado com HEPES (25 mM) (Sigma, St. Louis, Missouri). 



43 
 

 

 

 

A concentração celular foi determinada pelo método de exclusão utilizando azul de 

trypan (10 µL suspensão de células + 45 µL trypan + 45 µL salina) e a contagem das células 

foi feita com o auxílio de uma câmara de Neubauer no microscópio óptico. Após a contagem, 

as células foram ajustadas para a concentração de 1 x 106 células por mL em RPMI 

suplementado e adicionadas em placas de fundo chato (96 poços). 

As células foram cultivadas em três diferentes condições: (1) sem nenhum estímulo, 

apenas em meio RPMI suplementado (controle negativo); (2) adicionado 5 µg/mL de 

Concavalina A (Sigma-Aldrich, EUA) (controle positivo) e (3) re-estímulo com promastigotas 

metacíclicas de L. braziliensis na concentração de 5 x 106 parasitas/mL (proporção de 5 

parasitas: 1 célula). Após 48 ou 72 horas de incubação na estufa a 37ºC, 5% CO2, os 

sobrenadantes das culturas foram coletados após centrifugação a 1500 rpm por 10 minutos a 

4ºC e armazenados (-20ºC) para dosagem de citocinas por ELISA. 

 
4.9 DOSAGEM DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATÓRIAS 

 
 

Os níveis das citocinas IL-10, IFN-γ, TGF-β e IL-4 foram mensurados através do ensaio 

de ELISA dos sobrenadantes das culturas de células obtidas dos linfonodos drenantes da lesão. 

Para isso, foram utilizados anticorpos monoclonais anti-IL10 (BD), anti-IFN-γ (BD), anti-TGF- 

β (Invitrogen) e anti-IL-4 (BD) murinos, de acordo com as instruções do fabricante. 

Inicialmente as placas de 96 poços de fundo chato (Nunc) foram sensibilizadas com o 

anticorpo de captura anti-citocina na concentração determinada pelo kit. Após o período de 

incubação (overnight) a 4º C, os poços sensibilizados foram lavados com PBS contendo 0,05% 

de Tween 20. Prontamente, os sítios de união inespecífica foram bloqueados com o diluente 

determinado pelo kit (PBS 1X + 10% SBF) por 1 hora à temperatura ambiente (TA). Após 

lavagem, as amostras e os padrões foram adicionados aos respectivos poços e incubados por 2 

horas à TA. 

Para o teste de TGF-β, as amostras foram ativadas com a acidificação (HCl 1M) seguida 

da neutralização (NaOH 5M) em placas separadas, como descrito pelo fabricante. Após 

lavagem, o anticorpo de detecção conjugado com a enzima estreptavidina foi adicionado aos 

poços e a placa foi incubada por mais 1 hora à TA. No caso do TGF-β, a enzima estreptavidina 

foi incubada por 1 hora à TA após o anticorpo de detecção, seguindo o protocolo do fabricante 

do kit. Em seguida, após a última lavagem, a placa foi incubada com o substrato 

tetrametilbenzidina (TMB) por 15 minutos, protegida da luz. A reação foi finalizada com ácido 
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sulfúrico (2N) e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA 

(Molecular DevicesCorp, EUA). 

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular 

Devices, EUA). As faixas de detecção de cada citocina foram 32-4000 pg/mL para IL-10; 15- 

2000 pg/mL para IFN-γ; 8-1000 pg/mL para TGF-β e 4-500 pg/mL para IL-4. 

 
4.10 ANÁLISE DA CITOMETRIA DE FLUXO E ESTRATÉGIA DE GATING 

 
 

Para a marcação superficial, as culturas das células derivadas dos linfonodos drenantes 

(1 x 106 células/poço) foram lavadas com 100 µL/poço de Tampão FACS (PBS + 1% de SBF) 

e centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 

as células foram marcadas com o mix de anticorpos monoclonais anti-marcadores fenotípicos: 

anti-CD4 (RM4-4), anti-CD25 (PC61.5), anti-LAP (TW7-16B4) e o anticorpo de viabilidade 

celular (Live/Dead) e incubadas por 30 minutos a 4º C no escuro. Posteriormente, as células 

foram lavadas, permeabilizadas e fixadas com Cytofix/Cytoperm (BD) durante 20 minutos. 

Para a marcação intracelular, as células foram marcadas com o anticorpo anti-Foxp3 

(FJK-16s) durante 1 hora a 4ºC, protegido da luz. Os anticorpos com seus respectivos 

fluórocromos e suas marcações estão listados abaixo na Tabela 2. 

 
Tabela 2 - Lista de anticorpos utilizados na citometria de fluxo, com seus respectivos marcados, fluórocromos e 

seus fabricantes. 

Marcador Fluórocromos Fabricante 

Anti-mouse Fixable viability APC-Cy7 eBioscience 

Anti-mouse CD4 Clone: RM4-4 Percp5.5 eBioscience 

Anti-mouse CD25 Clone: PC61.5 eFluor450 Invitrogen 

Anti-mouse LAP Clone: TW7-16B4 PE-Cy7 Invitrogen 

Anti-mouse Foxp3 Clone: FJK-16s PE Invitrogen 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

A análise dos dados da citometria de fluxo foi realizada no programa Flow Jo. 

Inicialmente, a região de linfócitos foi delimitada por tamanho e granulosidade (FSC-A x SSC- 

A). Dentro dessa região, selecionamos as células vivas, ou seja, as que não foram marcadas 

com o anticorpo Live/Dead, e destas foram selecionados os linfócitos CD4+. A população 

positiva para outros marcadores (LAP+, CD25+, Foxp3+) foi determinada dentro da população 
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CD4+ (região duplo positiva). Os Dot plots representativos das estratégias de gating da análise 

estão ilustrados a seguir (Figura 7). 

 
Figura 7 - Dot plots das estratégias de gating para a análise das populações de células T regulatórias por citometria 

de fluxo. 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.11 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DAS LESÕES 

 
 

As orelhas infectadas foram removidas após a eutanásia dos animais nos tempos de 6, 

7, 8, 9 e 10 semanas após infecção. Após fixação em paraformaldeído, as amostras foram 

processadas e embebidas em parafina para a confecção de cortes histológicos com secções de 

5 µm de espessura, que foram corados com hematoxilina e eosina e posteriormente analisados 

por microscopia óptica. Cada parâmetro foi avaliado segundo presença ou ausência do evento 

através de escores: 0 (ausência), 1 (presença de 1-25%), 2 (presença de 25-50%) e 3 (>50%). 

A análise dos parâmetros histopatológicos foi feita levando-se em conta os escores de 

cada animal. Vale ressaltar que, os escores dos parâmetros analisados de cada animal foi 

corrigido em relação aos respectivos escores da intensidade da inflamação (por exemplo: Escore 

da presença de macrófagos X Escore da intensidade de inflamação = Escore da presença de 

macrófagos corrigido). Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo. 
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4.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Nossos dados foram submetidos ao teste de normalidade D’Agostino-Pearson para 

verificar a distribuição dos dados. Todas as análises estatísticas foram realizadas através do 

software GraphPad Prism v.8 (San Diego, CA, EUA). Para comparar dados paramétricos entre 

grupos, One-Way, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) com o pós-teste de Tukey, 

enquanto Kruskal-Wallis com o pós-teste de Dunn foi empregado para dados não paramétricos. 

A carga da doença foi calculada como a área sob as curvas (AUC). AUC foi calculada 

usando dados da mensuração da espessura da orelha e carga parasitária em cada grupo. Os 

valores de AUC foram então comparados usando Kruskal-Wallis com o pós-teste de Dunns. Os 

resultados foram apresentados como médias ± desvio padrão (DP) ou medianas e intervalo 

interquartil (IQ). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1CINÉTICA DO DESENVOLVIMENTO DAS LESÕES DE CAMUNDONGOS BALB/C 

TRATADOS POR VIA ORAL COM L. LACTIS PRODUTOR DE HSP65 APÓS A 

INFECÇÃO POR L. BRAZILIENSIS 

 
Com o propósito de avaliar os potenciais efeitos imunomodulatórios do tratamento por 

via oral com L. lactis produtor de Hsp65 no desenvolvimento das lesões causadas pela infecção 

por L. braziliensis, a espessura da lesão foi mensurada semanalmente com auxílio de um 

paquímetro analógico. Ao longo da infecção, os animais desenvolveram lesões semelhantes à 

uma infecção natural, caracterizada pela formação de uma lesão única, bem limitada, ulcerada 

com bordas elevadas e fundo necrótico. Na quarta semana após a infecção, foi realizada a 

administração por via oral de L. lactis produtor de Hsp65, quando ocorreu o início da formação 

das lesões no sítio de inoculação em todos os animais dos grupos experimentais. A partir da 

décima semana, as lesões regrediram gradualmente e curaram espontaneamente até a décima 

segunda semana. 

Os animais do grupo Lb/Hsp, que foram administrados com L. lactis produtor de Hsp65, 

desenvolveram lesões menores por todo o período após o tratamento. Nos pontos de 5, 8, 9 e 

10 semanas pós-infecção, os animais tratados com Hsp65 apresentaram lesões 

significativamente menores comparados com os outros grupos (Figura 8A). Além disso, esta 

redução significativa foi observada também na área sob a curva (AUC) da espessura da lesão 

do grupo Lb/Hsp em comparação aos grupos controles Lb e Lb/Ø (Figura 8B). 
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Figura 8 - Cinética do desenvolvimento das lesões cutâneas em camundongos BALB/c administrados com 

L. lactis produtor de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram desafiados na 

orelha esquerda com 5 x 105 promastigotas metacíclicas de L. braziliensis por via intradérmica. Quatro semanas 

após infecção, os animais foram administrados por via oral durante 4 dias consecutivos com L. lactis produtor de 

Hsp65 ou contendo o plasmídeo vazio ou água. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis 

e que receberam água durante os 4 dias do tratamento; Lb/Ø: animais infectados com L. braziliensis e com 4 

semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmídeo vazio; 

Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias 

consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. A espessura das lesões foi acompanhada semanalmente e 

mensurada com um paquímetro digital. (A) Cinética da espessura da lesão dos animais dos grupos Lb, Lb/Ø e 

Lb/Hsp. Os dados representam as médias e ± desvio padrão (DP) de cada grupo e foi utilizado o teste de variância 

One-Way ANOVA para comparação de mais de dois grupos. (B) Área sob a curva da espessura da lesão foi feita 

com os dados das medidas das lesões de cada grupo. Os dados representam a mediana e o intervalo interquartil de 

cada grupo. Os dados são representativos de três experimentos independentes utilizando 5 animais em cada. Foi 

utilizado o teste de Kruskal Wallis com pós-teste de Dunns. Foi atribuído * para valores de P<0,05 entre os grupos 

Lb e Lb/Hsp em 5 e 8 semanas após infecção; e ** para P<0.001 entre os grupos Lb/Ø e Lb/Hsp em 9 e 10 semanas 

após infecção. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

5.2 ANÁLISE DA CARGA PARASITÁRIA NO SÍTIO DA INFECÇÃO (ORELHA) E NOS 

LINFONODOS DRENANTES DA LESÃO DE CAMUNDONGOS BALB/C 

TRATADOS APÓS A INFECÇÃO POR L. BRAZILIENSIS 

 
Com o intuito de investigar se o tratamento por via oral com L. lactis recombinante 

produtor de Hsp65 interferiu na imunidade parasitária contra a infecção por L. braziliensis, as 

orelhas e os linfonodos drenantes da lesão foram coletados em 6, 7, 8, 9 e 10 semanas após 

infecção para a quantificação da carga parasitária. O tratamento via oral com Hsp65 promoveu 

uma diminuição no número de parasitas na orelha em 6, 7, 8 e 9 semanas após infecção, em 

comparação aos animais apenas infectados (grupo Lb) (Figura 9A). 

Similarmente, foi observado uma redução na carga parasitária dos linfonodos drenantes 

da lesão nos animais do grupo Lb/Hsp, de forma que, nos pontos de 6 e 8 semanas pós-infecção 

estes animais obtiveram uma diferença significativa quando comparados aos outros grupos 

experimentais (Figura 9A). Quando foi avaliado a área sob a curva da cinética da carga 

parasitária na orelha, o grupo Lb/Hsp apresentou uma área significativamente menor em relação 
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aos animais do grupo Lb/Ø. Na análise do linfonodo drenante, o grupo Lb/Hsp demonstrou uma 

área menor quando comparado ao grupo Lb (Figura 9B). 

Por outro lado, os animais dos grupos Lb e Lb/Ø apresentaram maiores números de 

parasitos na orelha com 6 semanas de infecção, e posteriormente foi observado uma redução 

gradual da carga parasitária destes grupos até 10 semanas após infecção. Paralelamente, quando 

os linfonodos drenantes foram avaliados foi observada um padrão constante no número de 

parasitas durante todo o período acompanhado nos animais que não foram administrados com 

Hsp65 (Figura 9A). Na décima semana pós-infecção, os animais dos grupos Lb e Lb/Ø 

apresentaram poucos parasitas nos sítios da infecção (orelhas e linfonodos drenantes), mas 

exibiram lesões maiores do que os animais tratados com Hsp65 (Figura 9A), mostrando que a 

espessura da lesão está diretamente ligada a resposta inflamatória contra infecção e não à 

presença do parasita. Portanto, nossos dados demonstraram que o tratamento por via oral com 

L. lactis produtor de Hsp65 não interferiu na imunidade parasitária, promovendo redução e 

controle da carga parasitária nos sítios da infecção. 
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Figura 9 - Cinética da carga parasitária da orelha e do linfonodo drenante da lesão de camundongos BALB/c 

administrados por via oral com L. lactis produtor de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis. Camundongos 

BALB/c foram infectados na orelha esquerda por via intradérmica com promastigotas metacíclicas purificadas de 

L. braziliensis. Após completarem 4 semanas de infecção, os animais receberam por via oral o tratamento com L. 

lactis produtor de Hsp65 ou com o plasmídeo vazio ou água. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com 

L. braziliensis e que receberam água durante os 4 dias do tratamento; Lb/Ø: animais infectados com L. braziliensis 

e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmídeo 

vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias 

consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas pós-infecção, os 

animais foram eutanasiados e as orelhas e linfonodos drenantes da lesão foram coletados para quantificação da 

carga parasitária por diluição limitante. (A) Cinética da carga parasitária da orelha (painel superior) e do linfonodo 

drenante (painel inferior). (B) Área sob a curva da carga parasitária dos sítios de infecção. O número de parasitas 

está representado pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados são representativos de dois 

experimentos independentes utilizando 5 animais em cada. Para dados não-paramétricos, foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunns. Foi atribuído * para valores de P<0,05 entre os grupos Lb e Lb/Hsp nos 

pontos 6, 8 e 9 semanas pós-infecção; e ** para P<0.001 entre os grupos Lb e Lb/Hsp em 6 e 7 semanas de 

infecção. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

5.3AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS IFN-γ, IL-10, TGF-β E IL-4 PELAS 

CÉLULAS DO LINFONODO DRENANTE DE CAMUNDONGOS BALB/C 

TRATADOS COM HSP65 APÓS A INFECÇÃO POR L. BRAZILIENSIS 

 
Com o objetivo de avaliar o perfil da resposta imune após o tratamento por via oral com 

L. lactis produtor de Hsp65, foi realizada a quantificação da produção de citocinas inflamatórias 

e anti-inflamatórias nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas após infecção. A produção das 

citocinas foi realizada por ELISA, utilizando a cultura de células do linfonodo drenante da lesão 
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reestimulada com promastigotas metacíclicas de L. braziliensis. Os resultados mostraram que 

os animais tratados com L. lactis produtor de Hsp65 aumentaram significativamente a produção 

de IL-10 a partir da 8ª semana após infecção, quando comparados aos animais dos grupos Lb e 

Lb/Ø (Figura 10A – painel esquerdo). 

Em relação a produção de IFN-γ, os animais do grupo Lb/Hsp apresentaram uma 

redução com 6 semanas pós-infecção, no entanto a partir da 8ª semana foi observado um 

aumento na produção desta citocina em comparação aos outros grupos acompanhados (Figura 

10A – painel direito). A produção de TGF-β e IL-14 foram determinadas, porém não foram 

observadas diferenças entre os grupos (dados não mostrados). Também foi observado que a 

maioria das concentrações das citocinas produzidas pelos grupos Lb e Lb/Ø foram similares, 

evidenciando que a administração de L. lactis com o plasmídeo vazio não foi capaz de alterar 

o perfil da produção de citocinas neste estudo. 

Diante disso, os dados sugerem que a redução na produção de IFN-γ nos animais 

tratados com Hsp65 no início da infecção forneceu proteção contra o dano tecidual, evidenciado 

no desenvolvimento de lesões menores deste grupo (Figura 10A), e o aumento da produção das 

citocinas IL-10 e IFN-γ ao decorrer da infecção promoveu uma manutenção desta proteção e 

no controle da carga parasitária nos animais que receberam L. lactis produtor de Hps65. 

A fim de identificar qual era a citocina predominante sendo produzida em cada tempo 

pós infecção, foi analisado a razão da produção entre as citocinas IL-10/IFN-γ. O grupo Lb/Hsp 

apresentou uma produção maior de IL-10 em relação à IFN-γ com 6 semanas pós-infecção, 

apesar de não existir diferença estatisticamente significativa com os outros grupos (Figura 10B). 

Ao decorrer da infecção, a razão da produção entre as citocinas IL-10/IFN-γ não mostrou 

nenhuma diferença nos animais tratados com Hsp65, no entanto o grupo Lb parece aumentar 

sua produção de IL-10 em relação a IFN-γ com 10ª semana pós-infecção (Figura 10B). 

Dessa forma, os dados sugerem que há uma possível imunomodulação consequente do 

balanço da produção entre as citocinas pro- e anti-inflamatórias, que se mostrou importante para 

o controle e proteção contra o dano tecidual e a carga parasitária no grupo tratado com Hsp65. 
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Figura 10 - Cinética da produção de citocinas pro- e anti-inflamatórias e a razão da produção IL/-10/IFN-γ das 

células do linfonodo drenante da lesão de camundongos BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hps65 

após a infecção por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram desafiados na orelha esquerda via intradérmica 

com promastigotas metacíclicas de L. braziliensis na fase estacionária. Com 4 semanas de infecção, os animais 

foram administrados por via oral com água, L. lactis com plasmídeo vazio ou produtor de Hsp65. Grupos 

experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam água durante os 4 dias do tratamento; 

Lb/Ø: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias 

consecutivos por via oral L. lactis com o plasmídeo vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 

4 semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Após 6, 

7, 8, 9 e 10 semanas de infecção, a eutanásia dos animais foi realizada e os linfonodos drenantes da lesão foram 

coletados para serem macerados. As células obtidas dos linfonodos drenantes foram cultivadas e reestimuladas in 

vitro com promastigotas metacíclicas de L. braziliensis (5 parasitas:1 célula) por 48 ou 72 horas. Posteriormente, 

os sobrenadantes das culturas foram coletados e armazenados para dosagem de citocinas por ELISA. (A) Cinética 

da produção das citocinas IL-10 (painel direito) e IFN-γ (painel esquerdo). (B) Razão da produção de IL-10/IFN- 

γ. Os dados estão representados pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados são representativos 

de três experimentos independentes utilizando 10 animais em cada. Para dados não-paramétricos, foi utilizado o 

teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunns. Foi atribuído * para valores de P<0,05 entre os grupos Lb e 

Lb/Hsp em 6 e 8 semanas pós-infecção e Lb/Ø e Lb/Hsp em 6, 9 e 10 semanas pós-infecção; ** para P<0.001 

entre os grupos Lb e Lb/Hsp em 7, 8 e 10 semanas de infecção e Lb/Ø e Lb/Hsp em 8 semanas de infecção. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

5.4 AVALIAÇÃO DA FREQUÊNCIA DE CÉLULAS T REGULADORAS NAS 

CULTURAS DE CÉLULAS DOS LINFONODOS DRENANTES DA LESÃO DE 

CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM L. LACTIS-HSP65 APÓS A INFECÇÃO 

 
Com o objetivo de se avaliar se o tratamento por via oral com L. lactis produtor de 

Hsp65 alterou a frequência de células Tregs, foi analisado ex vivo as células T dos linfonodos 

drenantes da lesão por citometria de fluxo. Com 6, 7 e 8 semanas pós-infecção, os animais 
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tratados com Hsp65 apresentaram uma frequência maior de células T CD4+LAP+ quando 

comparados com os animais dos grupos Lb/Ø e Lb (Figura 11). 

 
 

Figura 11 - Frequência das células T regulatórias CD4+LAP+ e CD4+CD25+Foxp3+ no linfonodo drenante da lesão 

de camundongos BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis. A 

infecção foi realizada na orelha esquerda de camundongos BALB/c por via intradérmica com 5x105 de 

promastigotas metacíclicas de L. braziliensis na fase estacionária. Após 4 semanas de infecção, os animais 

receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o plasmídeo vazio, ou produtor de Hsp65 ou água durante 

4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam água 

durante os 4 dias do tratamento; Lb/Ø: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção 

receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmídeo vazio; Lb/Hsp: animais infectados 

com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis 

produtor de Hsp65. Os animais foram eutanasiados nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas pós-infecção e os 

linfonodos drenantes da lesão foram coletados para análise ex vivo. As células do linfonodo drenante foram 

isoladas, marcadas e posteriormente adquiridas no citômetro de fluxo. Frequência das células T regulatórias 

CD4+LAP+ e CD4+CD25+Foxp3+ no linfonodo drenante da lesão em diferentes tempos pós-infecção. Os dados 

estão representados pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados são representativos de três 

experimentos independentes utilizando 10 animais em cada. Para dados não-paramétricos, foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunns. Foi atribuído * para valores de P<0,05, ** para P<0.001. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

Com 9 e 10 semanas pós-infecção, não foi possível observar diferenças significativas 

entre as frequências das células T CD4+LAP+ provenientes dos linfonodos drenantes. Da 

mesma forma, foi observado uma frequência maior de células T CD4+ CD25+ Foxp3+ nos 
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animais do grupo Lb/Hsp com 7 semanas pós-infecção (Figura 11). Nos pontos de 6, 8, 9 e 10 

semanas pós-infecção, a frequência das células T CD4+ CD25+ Foxp3+ não apresentou 

diferenças significativas entre os grupos experimentais. 

 
5.5ANÁLISE MACROSCÓPICA E HISTOPATOLÓGICA DAS LESÕES DE 

CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM HSP65 APÓS A INFECÇÃO 

 
Para avaliar se o tratamento oral pós-infecção com L. lactis produtora de Hsp65 era 

capaz de promover a diminuição da inflamação causada pela infecção por L. braziliensis, foi 

acompanhado o desenvolvimento das lesões cutâneas nas orelhas dos camundongos infectados 

tratados ou não com L. lactis recombinante. Os animais do grupo Lb/Hsp apresentaram uma 

resposta inflamatória menos intensa, com a ausência da formação de úlceras na maioria dos 

animais quando comparados aos outros grupos. Esta diminuição da resposta inflamatória, foi 

observada após 6 semanas de infecção e persistiu em todos os pontos de infecção até a 10ª 

semana (Figura 12). 

Figura 12 - Desenvolvimento das lesões causadas pela infecção por L. braziliensis em camundongos BALB/c 

tratados com Hsp65. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha esquerda via intradérmica com 5 x 105 

de promastigotas metacíclicas de L. braziliensis na fase estacionária. Após 4 semanas de infecção, os animais 

receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o plasmídeo vazio, ou produtor de Hsp65 ou água durante 

4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam água 

durante os 4 dias do tratamento; Lb/Ø: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção 

receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmídeo vazio; Lb/Hsp: animais infectados 

com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis 

produtor de Hsp65. As lesões foram fotografadas com 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infecção para análise 

macroscópica. As fotos são representativas de três experimentos independentes utilizando 10 animais cada por 

grupo. 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Diferentemente do grupo Lb/Hsp, os grupos Lb e Lb/Ø apresentaram uma resposta 

intensa com lesões ulceradas com bordas elevadas após 6 semanas de infecção (Figura 12). 

Diante desta observação, nossos dados demonstraram que a administração por via oral de L. 

lactis recombinante foi capaz de diminuir a inflamação nas lesões de animais tratados com 

Hsp65 a partir de uma análise macroscópica (Figura 12). 

Posteriormente, foi analisado o escore inflamatório das lesões nas orelhas dos 

camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis tratados ou não com L. lactis produtora 

de Hsp65. A análise histopatológica foi realizada através de cortes histológicos das orelhas 

coletadas nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas após infecção. Os principais parâmetros 

utilizados na análise foram: intensidade da inflamação, presença de macrófagos, células 

polimorfonucleares e células epitelióides. Em relação a intensidade da inflamação, os animais 

do grupo Lb/Hsp apresentou uma possível diminuição na inflamação ao decorrer das semanas 

após infecção, em comparação ao grupo Lb, apesar de não haver diferenças significativas entre 

os grupos (Figura 13). Este mesmo perfil, foi observado na presença de macrófagos e células 

polimorfonucleares, nos quais o grupo Lb/Hsp evidenciou, supostamente, uma pequena 

redução na presença destas células no sítio da infecção, em relação aos animais do grupo Lb 

(Figura 13). Não foi possível observar nenhuma diferença significativa entre os grupos 

experimentais ao que concerne a presença de células epitelióides. 
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Figura 13 - Escore inflamatório e análise histopatológica das lesões nas orelhas dos camundongos BALB/c 

infectados por L. braziliensis e tratados com L. lactis produtora de Hsp65. Camundongos BALB/c foram infectados 

na orelha esquerda via intradérmica com 5 x 105 de promastigotas metacíclicas de L. braziliensis na fase 

estacionária. Com 4 semanas de infecção, os animais receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o 

plasmídeo vazio, ou produtor de Hsp65 ou água durante 4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais 

infectados com L. braziliensis e que receberam água durante os 4 dias do tratamento; Lb/Ø: animais infectados 

com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis 

com o plasmídeo vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas após infecção receberam 

durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Após de 6, 7, 8 e 9 semanas de infecção, os 

animais foram eutanasiados, as orelhas foram retiradas e processadas para a confecção de lâminas, que 

posteriormente foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia ótica. Os seguintes 

parâmetros foram analisados: intensidade da inflamação, densidade da inflamação, ulceração, macrófagos, 

neutrófilos, linfócitos, eosinófilos, plasmócitos, mastócitos, células epitelióides, estrutura granulomatóide, 

agregados macrofágicos e vacúolos parasitóforos. Os parâmetros que tiveram maior relevância estão representados 

nesta figura. Cada parâmetro foi avaliado segundo presença ou ausência do evento através de escores: 0 (ausência), 

1 (presença de 1-25%), 2 (presença de 25-50%) e 3 (>50%). A análise dos parâmetros histopatológicos foi feita 

levando-se em conta os escores de cada animal. Foi realizado a correção dos escores dos parâmetros da presença 

de macrófagos, células polimorfonucleares e células epitelióides em relação ao escore da intensidade da inflamação 

respectivo de cada animal. Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo e apresentaram 

score 0 para todos os parâmetros analisados. (A) Cinética do escore inflamatório dos parâmetros histopatológicos 

analisados. Os dados estão representados pela mediana de cada grupo em cada tempo de eutanásia. (B) Cortes 

histológicos representativos de cada animal por grupo nos tempos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infecção (20X). 

As linhas pretas no cantor inferior das imagens representam a espessura do corte histológico (100 µm). 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Considerando todos estes dados, os animais que receberam a administração oral de L. 

lactis produtora de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis, apresentaram um perfil 

inflamatório agudo (Figura 13). Desta forma, pode-se dizer que provavelmente o tratamento 

oral com Hsp65 promoveu uma diminuição na cronicidade da doença, que corrobora com o 

tamanho menor das lesões e a ausência de ulceração nos animais tratados com Hsp65 nas 

últimas semanas após infecção. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

A LC apresenta lesões com aspectos clínicos e imunopatológicos distintos de acordo 

com a espécie causadora da doença e da resposta imune do hospedeiro. A infecção por L. 

braziliensis é conhecida por sua cronicidade, latência e tendência a metastizar no hospedeiro 

humano, como em casos de lesões mucocutâneas (MARSDEN, 1986; SILVEIRA et al., 2009). 

No local da picada do flebotomíneo, lesões cutâneas aparecem como únicas ou múltiplas, sendo 

mais comum, a úlcera indolor, de bordas bem delimitadas e elevadas com fundo necrótico. 

Além disso, há o desenvolvimento de uma intensa resposta inflamatória com um perfil de 

células Th1 produtoras de citocinas pro-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α (SCORZA; 

CARVALHO; WILSON, 2017). 

Neste contexto, uma resposta imune celular exacerbada é uma das causas responsáveis 

da destruição tecidual no sítio da infecção, apesar da escassez de parasitas no local 

(BITTENCOURT; BARRAL, 1991; SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008) . Assim, é 

relevante o estudo de possíveis alternativas terapêuticas que favoreçam a diminuição da 

inflamação causada pela infecção por L. braziliensis, restaurando o equilíbrio entre a resposta 

imune e a eliminação do parasita. 

A indução da TO tem se tornado alternativa terapêutica promissora em vários modelos 

de doenças autoimunes, como também em doenças inflamatórias (FARIA; WEINER, 1999, 

2006). A TO é considerada um evento imunológico natural, pois permite diariamente que 

inúmeras proteínas exógenas derivadas da alimentação sejam reconhecidas como próprias, sem 

induzir reatividade imunológica (MOWAT, 1987; VAZ et al., 1977)A TO induzida é uma 

forma eficaz de indução de células Tregs. Foi demonstrado que estas células inibem por 

exemplo, a hipersensibilidade tardia (DTH-delayed type hipersensitivity) mediada por células 

T e respostas dependentes de imunoglobulina E (IgE) (DE FARIA et al., 1998; MOWAT, 

1987). 

A TO pode também ser induzida pela ingestão contínua de antígenos, como proteínas 

solúveis, gerando células Tregs (MOWAT, 2018), capazes de suprimir a resposta inflamatória 

em modelos experimentais de doenças autoimunes (FARIA; WEINER, 2006; YOSHINO; 

QUATTROCCHI; WEINER, 1995). Embora diversos mecanismos tenham sidos propostos 

para explicar este fenômeno, a indução de células Tregs como CD4+CD25+Foxp3+ e 

CD4+LAP+, assim como a produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β 

parecem ser essenciais para indução de TO (WEINER; WU, 2011). Na maioria dos estudos, a 

utilização do mesmo antígeno causador da doença induz a TO, sendo uma forma eficiente de 
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gerar células Tregs antígeno-específicas (CASTRO-JUNIOR et al., 2012). Um exemplo disto 

é o caso da administração oral de glicoproteína da mielina de oligodendrócito (MOG) no 

modelo de encefalomielite experimental e da insulina no modelo de diabetes tipo 1 (HIGGINS; 

WEINER, 1988; ZHANG et al., 1991). No entanto, foi demonstrado que através de uma 

supressão “bystander”, antígenos não relacionados à patologia da doença também inibem 

efeitos inflamatórios. Esse mecanismo se tornou bastante interessante quando o objetivo é 

estudar modelos de doenças com o antígeno-alvo ainda desconhecido ou quando existem 

diversos antígenos desencadeando a patologia (FARIA; WEINER, 2006). Essa supressão deve- 

se a capacidade da TO em ampliar seu efeito inibitório a outros antígenos, pela ação de células 

Tregs não específicas ao antígeno causador da doença e produtoras de citocinas anti- 

inflamatórias (MILLER; LIDER; WEINER, 1991; WEINER; WU, 2011). 

Na busca de antígenos capazes de induzir mecanismos imunossupressores, as Hsps 

foram escolhidas por serem encontradas em eventos inflamatórios, na maioria dos organismos, 

das bactérias aos mamíferos. Sendo assim, são altamente conservadas entre as espécies, 

possuindo alta similaridade entre elas (HAUET-BROERE et al., 2006; QUINTANA; COHEN, 

2011). Além disso, as Hsps possuem uma atividade reguladora no sistema imune, e seu papel 

anti-inflamatório já foi demonstrado em diversos modelos de doenças autoimunes e 

inflamatórias, como artrite, aterosclerose, diabetes e esclerose múltipla (CHANDAWARKAR 

et al., 2004; ELIAS et al., 1990; MARON et al., 2002; VAN DEN BROEK et al., 1989). Em 

estudos de modelos de artrite induzida por adjuvante em ratos Lewis (COBELENS et al., 2002) 

e aterosclerose em camundongos (HARATS et al., 2002; MARON et al., 2002), foi 

demonstrado que a administração oral de Hsp65 recombinante derivada de M. leprae foi capaz 

de induzir tolerância e proteger os animais contra as doenças. 

Recentemente, o nosso grupo desenvolveu o primeiro trabalho que utilizou a Hsp65 

recombinante derivada de M. leprae como proteína indutora da TO com o objetivo de atenuar 

a inflamação causada por infecção de um parasita, como a Leishmania spp. (GUERRA et al., 

2021). Neste presente trabalho, com o objetivo de induzir mecanismos tolerogênicos na mucosa 

intestinal para suprimir a inflamação após a infecção, utilizamos a tecnologia de entrega da 

proteína Hsp65 livre de endotoxina diretamente no lúmen intestinal por ingestão contínua (4 

dias consecutivos) através do sistema de liberação com a cepa L. lactis recombinante 

desenvolvido por Azevedo et al (2012). 

A utilização da bactéria L. lactis já é bem conhecida por ser não patogênica, invasiva e 

colonizadora, além das suas propriedades probióticas, principalmente utilizada pela indústria 

de alimentos fermentados (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015). Uma 
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vantagem muito interessante é que o uso destas bactérias recombinantes possibilita a liberação 

da Hsp no intestino, poupando gastos elevados com a proteína purificada (PONTES et al., 

2011). Também foi demonstrado com sucesso em outros modelos experimentais de colite, que 

o uso da L. lactis recombinante é capaz de induzir a secreção de citocinas como IL-10 

(STEIDLER et al., 2000), nanocorpo anti-TNF (VANDENBROUCKE et al., 2009) e a proteína 

LcrV (produzida pela bactéria Yersinia pestis que atua inibindo a inflamação pela interação 

com receptores TLR2) (FOLIGNE et al., 2007). 

Os nossos resultados mostraram, que o tratamento oral com a cepa recombinante de L. 

lactis produtora de Hsp65 derivada da M. leprae após 4 semanas de infecção por L. braziliensis, 

diminui os sinais da inflamação e o desenvolvimento das lesões, reparando o tecido da orelha 

dos camundongos tratados com Hsp65 (Figura 8A-D). Já os animais do grupo Lb e Lb/Ø 

apresentaram lesões com intensa destruição tecidual, ulceração e fundo necrótico (Figura 12), 

resultado de uma resposta imune celular exacerbada como observado no modelo experimental 

de LC. A ulceração e a destruição tecidual na LC estão associadas com uma resposta 

inflamatória intensa, concentrando vários mediadores inflamatórios no sítio da infecção 

(RETHI; EIDSMO, 2012; TASEW et al., 2010). Pacientes acometidos com LC localizada e 

disseminada causada por L. braziliensis apresentaram uma resposta efetora de células T contra 

o parasita em linfócitos circulantes, e estudos histopatológicos confirmaram a presença do 

infiltrado acentuado de células T produtoras de citocinas e quimiocinas inflamatórias na lesão 

(CARVALHO et al., 2012; LEOPOLDO et al., 2006; MACHADO et al., 2011). 

A LC causada por L. braziliensis é caracterizada por uma baixa carga parasitária em 

combinação com uma resposta eficiente de células T anti-leishmania, que está associada com a 

ulceração (AKUFFO et al., 1987). Por outro lado, a LD por L. aethiopica apresenta uma alta 

carga de parasitas e uma resposta ineficiente de células T, e observa-se que a doença não é 

ulcerativa (CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986; NILSEN; HANA, 1987; TURETZ 

et al., 2002). No modelo experimental, camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis 

também apresentam lesões cutâneas localizadas, ulceradas com bordas elevadas e fundo 

necrótico, similares aquelas desenvolvidas por pacientes com LC americana (DE MOURA et 

al., 2005; JOHNSON et al., 1987). Desta forma, uma estratégia de tratamento promissor é a 

modulação da resposta imune à infecção por Leishmania, em que os mecanismos 

antiparasitários sejam maximizados, mas a destruição tecidual minimizada (RETHI; EIDSMO, 

2012; TASEW et al., 2010). 

Um dos primeiros achados sobre o papel regulatório das Hsps na resposta imune, 

demonstrou que a pré-imunização com Hsp60 inibiu a artrite induzida por adjuvante por M. 



61 
 

 

 

 

tuberculosis em ratos (EDEN et al., 1988). Vários trabalhos já têm demonstrado as 

características anti-inflamatórias das Hsps, tanto em modelos animais quanto em humanos 

(ALBANI et al., 1995; DE KLEER et al., 2004; PRAKKEN et al., 2004; RAZ et al., 2001; 

VAN EDEN; VAN DER ZEE; PRAKKEN, 2005; VAN EDEN; WAKSMAN, 2003). Um dos 

estudos, por exemplo, evidenciou que o pré-tratamento utilizando Hsp70 em modelo de artrite 

experimental inibiu a doença e reduziu significativamente a gravidade clínica. No modelo de 

encefalomielite experimental, ratos que receberam previamente o peptídeo da Hsp65 também 

apresentaram redução na gravidade da doença e supressão das respostas inflamatórias 

(BIRNBAUM et al., 1996). 

Nossos achados demonstraram que o tratamento oral com L. lactis produzindo Hsp65 

realizado após 4 semanas de infecção por L. braziliensis, reduziu não somente o 

desenvolvimento das lesões e o dano tecidual, mas também promoveu o controle da infecção, 

diminuindo a carga parasitária a partir de 6 semanas pós-infecção no sítio de inoculação e nos 

linfonodos drenantes da lesão (Figura 9A-B). Vale ressaltar que os animais tratados com Hsp65 

apresentaram desde o início um número reduzido de parasitas nos sítios da infecção associada 

também com uma menor espessura de lesão e sinais de inflamação quando comparados aos 

animais não tratados ou com aqueles que receberam a bactéria com plasmídeo vazio (Figura 8, 

9 e 12). Estes dados corroboram com trabalhos da literatura que, em modelos murinos de 

infecção por Leishmania, mostram que a diminuição da espessura da lesão está muitas vezes 

associada com a redução da carga parasitária no sítio de inoculação (AGUIAR et al., 2009; 

RIBEIRO-ROMÃO et al., 2016). No entanto, nas últimas semanas da infecção, foi observado 

que um número de parasitas persistiu nos linfonodos drenantes da lesão do grupo Lb/Hsp 

mesmo após a resolução da lesão na orelha destes animais. 

Alguns trabalhos já evidenciaram que os parasitas podem ser eliminados até a cura da 

lesão, mas persistem nos linfonodos drenantes possivelmente por causa de mecanismo 

regulatórios envolvidos, permitindo sua sobrevivência (COSTA et al., 2011; DE MOURA et 

al., 2005; FALCÃO et al., 2012; ROCHA et al., 2007). Entre os mecanismos envolvidos, 

destacam-se aqueles dependentes de IL-10 que contribuem para a persistência do parasita e na 

manutenção de células T CD4+ efetoras de memória, importantes na proteção contra uma 

reinfecção (BELKAID et al., 2002; PETERS et al., 2014). Além disso, tem sido descrito a 

atuação de células Tregs tanto na persistência de L. major, quanto no controle da patologia 

(BELKAID et al., 2002; LIMA; DEKREY; TITUS, 1999; MENDEZ et al., 2004; PORROZZI 

et al., 2004). 
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Surpreendentemente, nossos resultados mostram que os animais tratados com L. lactis 

produtora de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis atenuaram a destruição tecidual, além 

de reduzir a carga parasitária nos sítios de infecção (Figura 8 e 9). Estes resultados estão 

associados com os mecanismos de tolerância, uma vez que, a resposta necessária para reduzir 

a carga do patógeno pode levar ao desenvolvimento da lesão por uma reação exacerbada. Neste 

caso, a tolerância promove a redução da inflamação causada pela infecção no hospedeiro, mas 

sem interferir diretamente na capacidade do mesmo em eliminar o parasita (RÅBERG; 

GRAHAM; READ, 2009; READ; GRAHAM; RÅBERG,  2008; SCHNEIDER; AYRES, 

2008). A tolerância diminui os danos causados no hospedeiro pelos patógenos ou pela resposta 

imune formada contra ele (MEDZHITOV; SCHNEIDER; SOARES, 2012). Uma boa resposta 

imune é o resultado do equilíbrio entre um nível aceitável de imunopatologia e a eliminação do 

patógeno (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999), estes dados corroboram com os nossos 

resultados observados no grupo de animais tratados com Hsp65. 

Um dos principais mecanismos de proteção contra a doença é a atuação de mediadores 

inflamatórios na eliminação do parasita. Já foi demonstrado em camundongos BALB/c 

infectados por L. braziliensis que a cura das lesões foi acompanhada pelo aumento de IFN-γ. 

Por outro lado, quando tratados com anti-IFN-γ, os animais progrediram com a doença e 

desenvolveram lesões significativamente maiores, indicando que a resolução das lesões e a cura 

da doença dependem da produção de IFN-γ (LIMA; DEKREY; TITUS, 1999). 

Outros trabalhos também já demonstraram a participação importante de citocinas como 

IL-2 e TNF-α na eliminação dos parasitas das lesões de camundongos BALB/c (ROCHA et al., 

2007). Além disso, pacientes com LC causada por L. braziliensis apresentando lesões mais 

graves, exibiam uma produção maior de IFN-γ e interleucina 17 (IL-17) (ANTONELLI et al., 

2004, 2005; BACELLAR et al., 2002). Por outro lado, indivíduos subclínicos com produção 

moderada de IFN-γ conseguiram controlar o crescimento do parasita, sem causar danos 

teciduais (FOLLADOR et al., 2002). 

Nossos resultados mostraram uma diminuição de IFN-γ, 2 semanas após o tratamento 

com Hsp65 (6 semanas pós-infecção) (Figura 10A), porém não houve diminuição na eliminação 

do parasita, sugerindo que a concentração presente dessa citocina induziu a morte parasitária, 

sem causar inflamação exacerbada, como observado nos pacientes subclínicos. Esse mesmo 

tipo de achado foi observado em modelos de aterosclerose onde houve a diminuição do escore 

clínico da doença, através aumento da produção de IL-10 e redução de IFN-γ após a indução 

de tolerância oral por Hsp65 (JING et al., 2011). 
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De fato, a diminuição na produção do IFN-γ nos animais do grupo Lb/Hsp observado 

em nossos resultados parece ser uma consequência do aumento da IL-10 pelas células dos 

linfonodos drenantes da lesão, a partir da 8ª semana de infecção em relação aos grupos que não 

receberam Hsp65 (Figura 10A). A razão entre a produção de IL-10 e IFN-γ, no tratamento oral 

com L. lactis produtora de Hsp65 mostrou uma produção maior de IL-10 em relação ao IFN-γ 

nas células do linfonodo drenante da lesão, nas primeiras semanas após à administração do 

tratamento (6, 7 e 8 semanas após infecção) (Figura 10B), embora, diferenças significativas 

entre os grupos experimentais não foram encontradas. Novos experimentos estão sendo 

realizados para a confirmação destes achados. 

Interessante observar que, os animais que receberam o tratamento oral com L. lactis 

produtora de Hsp65 após a infecção por L. braziliensis aumentaram significativamente a 

frequência de células CD4+LAP+ (6, 7 e 8 semanas de infecção) e CD4+CD25+FOXP3+ (7 

semanas de infecção) nos linfonodos drenantes da lesão quando comparados com os animais 

somente infectados (Figura 11), confirmando o papel importante destas células na produção de 

IL-10 e TGF-β. 

A IL-10 é uma citocina importante na inibição da resposta Th1, suprimindo muitas 

funções efetoras dos macrófagos (FIORENTINO et al., 1991). Embora esteja associada com a 

sobrevivência e persistência do parasita, alguns trabalhos já demonstraram que essas citocinas 

anti-inflamatórias suprimem reações inflamatórias e auxiliam no processo de cicatrização, 

quando produzidas em baixos níveis (ALLEN; WYNN, 2011; GAUSE; WYNN; ALLEN, 

2013; PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014). 

Diversos trabalhos têm demonstrado o aumento da produção de IL-10 após indução por 

Hsp em modelos experimentais. Maron e colaboradores mostraram que administração oral de 

Hsp65 aumentou os níveis de IL-10 localmente e assim reduziu a inflamação no modelo de 

aterosclerose (MARON et al., 2002). Em modelo de colite, Gomes-Santos e colaboradores 

observaram que a administração de L. lactis produtora de Hsp65 foi essencial na manutenção 

da produção de IL-10 no tecido do cólon, promovendo efeitos imunoregulatórios (GOMES- 

SANTOS et al., 2017). Mais uma vez, no modelo de encefalomielite experimental, a 

administração oral de L. lactis-Hsp65 preveniu a patogênese da doença associada ao aumento 

da produção de IL-10 por células do linfonodo mesentérico e do baço (REZENDE et al., 2013). 

Desta forma, acreditamos que nossos achados estão de acordo com estes trabalhos, e 

que o aumento de IL-10 induzida pelo tratamento oral de L. lactis-Hsp65 após a infecção por 

L. braziliensis promoveu a redução da inflamação encontrada nas lesões dos camundongos 

tratados com Hsp65. 
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Em um estudo recente do nosso grupo, a administração prévia utilizando a mesma cepa 

de L. lactis recombinante mostrou também o aumento de IL-10 e a redução de IFN-γ produzidos 

pelas células dos linfonodos drenantes da lesão causada por L. braziliensis, isso contribuiu na 

redução da severidade da doença, como a ausência de ulceração (GUERRA et al., 2021). 

Também foi demonstrado que a produção de IFN-γ favoreceu o controle da infecção, como 

observado no presente trabalho nos animais que receberam tratamento pós-infecção com Hsp65 

(Figura 9 e 10). Além disso, foi demonstrado por Guerra e colaboradores que a produção de IL- 

10 e IFN-γ é dependente de TRL2, LAP e IL-10, pois a neutralização destas moléculas 

utilizando anticorpos monoclonais em modelo in vitro com células dos linfonodos mesentéricos 

e dos linfonodos drenantes (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUERRA et al., 2021; GUSMAO- 

SILVA et al., 2020), mostrou o aumento de IFN-γ e a diminuição de IL-10. 

A mucosa intestinal é conhecida como um ambiente tolerogênico privilegiado na 

geração de células Tregs que expressam LAP na sua superfície (CHEN et al., 2008; 

NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001; OIDA et al., 2003). No modelo de encefalomielite, 

Gomes-Santos e colaboradores acreditam que células CD4+LAP+ e CD4+CD25+Foxp3+ 

encontradas em altas concentrações nos linfonodos mesentéricos foram induzidas ou ativadas 

na mucosa intestinal após a administração prévia por via oral de L. lactis produtora de Hsp65. 

Através de vias eferentes deste sítio, estas células migram para órgãos linfoides secundários 

(REZENDE et al., 2013), corroborando com os nossos achados. 

Outra citocina que parece ser importante na modulação da resposta imune é TGF-β, um 

fator de crescimento com funções anti-inflamatórias e imunossupressoras, além de ter um papel 

essencial na homeostase do sistema imune e na indução de tolerância (HANSEN et al., 2000). 

No entanto, nos nossos achados não encontramos diferenças significativas entres os grupos 

experimentais em relação a essa citocina, embora um aumento de células TCD4+LAP+ foram 

encontradas nos linfonodos drenantes, 6, 7 e 9 semanas após a infecção (Figura 11). Podemos 

hipotetizar que as células T CD4+LAP+ migraram, e não detectamos diferenças no TGF-β, pois 

esta citocina ativa está ligada à membrana destas células. 

TGF-β está envolvida na supressão da resposta Th1, inibindo a diferenciação de células 

T em Th1 e promovendo a diferenciação de células nTregs induzidas nos órgãos linfoides 

periféricos (LAOUAR et al., 2005; LUCAS et al., 2000; NAKAO et al., 2000; SAD; 

MOSMANN, 1994). Na infecção por L. major, um estudo mostrou que a inoculação local de 

anticorpos anti-TGF-β nas lesões leva a uma cura mais rápida, diminuição da carga parasitária 

sem alterar a produção de IFN-γ através do aumento da produção de NO (LI et al., 1999), 

sugerindo que esta citocina está associada a um papel regulador na fase crônica da LC. 
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Trabalhos recentes demonstraram que a administração prévia por via oral com L. lactis 

produtora de Hsp65 preveniu o desenvolvimento de artrite (GUSMAO-SILVA et al., 2020) e 

colite (GOMES-SANTOS et al., 2017) em camundongos, pela indução de células T regs 

CD4+LAP+ e CD4+Foxp3+ de maneira dependente de TRL2. Além destes trabalhos, um estudo 

recente do nosso grupo também demonstrou o aumento da frequência de células T regs 

CD4+LAP+ e CD4+Foxp3+ tanto nos linfonodos mesentéricos quanto nos linfonodos drenantes 

de animais tratados previamente com Hsp65 e infectados por L. braziliensis (GUERRA et al., 

2021). 

Estes trabalhos corroboram com os nossos dados que mostram o papel essencial na 

modulação da inflamação das células T regs CD4+LAP+ e CD4+CD25+Foxp3+, estas parecem 

migrar do linfonodo mesentérico após administração com Hsp65 para a periferia, neste caso, o 

sítio da infecção (Figura 11). A tolerância periférica induzida por via oral é uma forma eficiente 

de suprimir respostas inflamatórias pela indução de diferentes tipos de células T regulatórias. 

(FARIA; WEINER, 2006). 

Paralelamente, analisamos os aspectos histopatológicos das lesões através do escore 

inflamatório de cortes histológicos das orelhas dos animais tratados ou não com Hsp65. Nossos 

achados mostraram que o tratamento oral com Hsp65 parece promover uma diminuição da 

cronicidade da doença. Nas primeiras semanas de infecção após o tratamento oral (6 e 7 

semanas), os animais do grupo Lb/Hsp parecem apresentar uma inflamação aguda seguida da 

diminuição da intensidade da inflamação nas últimas semanas de infecção (8, 9 e 10 semanas) 

(Figura 13). 

Em relação a presença de macrófagos e células polimorfonucleares, também foi 

observado um discreto aumento destas células no infiltrado inflamatório das lesões dos animais 

tratados com Hsp65, seguido de um declínio nas últimas semanas de infecção (Figura 13). No 

entanto, em todos os parâmetros do escore inflamatório analisados, não houve diferença 

significativa entre os grupos experimentais. 

No modelo de leishmaniose experimental, o infiltrado dérmico agudo é constituído por 

neutrófilos e macrófagos. O recrutamento de neutrófilos associado à produção de IFN-γ 

restringe a replicação de parasita (BELKAID et al., 2001; VENUPRASAD; 

CHATTOPADHYAY; SAHA, 2003). Estes dados poderiam explicar a redução da carga 

parasitária a partir da 6ª semana após infecção observado nas orelhas e nos linfonodos drenantes 

dos animais tratados com Hsp65, desta forma acreditamos que o tratamento oral com Hsp65 

após a infecção por L. braziliensis promoveu o controle do crescimento do parasita, sem causar 

danos teciduais (Figura 12 e 13). 
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O tratamento utilizando Hsps tem demonstrado seu potencial na preservação tecidual 

em diversos modelos de doenças autoimunes. A administração de peptídeos da Hsp60 inibiu 

significativamente o escore clínico e o tamanho da pata, assim como o infiltrado inflamatório e 

a hiperplasia sinovial no modelo de artrite (SHI et al., 2014). O uso oral de Hsp65 diminuiu o 

dano endotelial da aorta caracterizado pela patogênese da aterosclerose (JING et al., 2011), 

assim como inibiu os sinais de inflamação na mucosa da animais com colite, preservando sua 

arquitetura e resultando apenas em um discreto infiltrado inflamatório (GOMES-SANTOS et 

al., 2017). 

O balanço entre a produção de citocinas pro-inflamatórias e anti-inflamatórias durante 

a ação da resposta imune é fundamental para controlar a infecção e atenuar os efeitos 

inflamatórios que levam a destruição tecidual, contribuindo para uma cicatrização mais 

acelerada da lesão característica na LC (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). Desta 

forma, acreditamos que os efeitos apresentados pelos animais tratados com Hsp65 após a 

infecção por L. braziliensis são consequentes da maior produção de IL-10 acompanhado do 

aumento de IFN-γ nas últimas semanas pós-infecção, consequência da presença de células 

Tregs CD4+LAP+ e CD4+CD25+Foxp3 nos linfonodos drenantes da lesão, isto parece ter 

contribuído para a diminuição da inflamação, levando à uma proteção do dano tecidual e no 

controle da carga parasitária neste trabalho. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

A utilização da indução da TO utilizando a proteína heteróloga Hsp65 apresenta boas 

perspectivas para seu emprego no tratamento da LC. Concluímos que o tratamento oral com L. 

lactis produtora de Hsp65 derivada da M. leprae após a infecção foi capaz de modular a 

inflamação causada por L. braziliensis. Desta forma, acreditamos que o uso da indução da 

tolerância oral por L. lactis produzindo Hsp65 pode ser considerado como uma estratégia 

terapêutica promissora não somente para doenças autoimunes, mas também para doenças 

inflamatórias causada por patógenos. 

 
 

Figura 14 - Resumo gráfico da hipótese do trabalho e dos resultados. O tratamento oral utilizando L. lactis 

produtora de Hsp65 realizado após 4 semanas de infecção por L. braziliensis diminuiu os sinais de inflamação e o 

dano tecidual das lesões, com ausência de ulcerações. Este tratamento promoveu o desenvolvimento de lesões 

menores, reduziu e controlou a carga parasitária com 6 semanas de infecção nas orelhas e nos linfonodos drenantes 

da lesão. A utilização da L. lactis-Hsp65 como tratamento oral também foi capaz de induzir um balanço essencial 

entre citocinas pro-inflamatórias (IFN-γ) e anti-inflamatórias (IL-10), necessário para o controle da infecção sem 

causar danos teciduais. A tolerância induzida pelo tratamento oral com Hsp65 modulou a inflamação causada pela 

infecção, possivelmente através do aumento da frequência das células T regulatórias induzidas CD4+LAP+ e 

CD4+CD25+Foxp3+ observado nos animais tratados com Hsp65. 
Fonte: Elaborado pela autora 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 
 

Neste trabalho, a diminuição da inflamação observada nos animais tratados com Hsp65 

está associada com a migração das células T regulatórias para os linfonodos drenantes da lesão 

causada por L. braziliensis. Este achado nos permite acreditar que estas células podem migrar 

também para a lesão. Por isso, novos experimentos já vêm sendo realizados para avaliar a 

frequência das células T regulatórias no sítio de inoculação (orelhas). 
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