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ANDRADE, Mattos Camila. Lactococcus lactis produtora de Hsp65 como alternativa
terapéutica complementar para leishmaniose cutanea causada por Leishmania braziliensis
2022. 85 f. Dissertagdo (Mestrado em Patologia Humana) — Universidade Federal da Bahia,
Faculdade de Medicina, Instituto Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose é um conjunto de doencas negligenciadas, e uma das suas
formas mais frequente no Brasil é a leishmaniose cutanea causada Leishmania braziliensis (L.
braziliensis). Esta forma clinica é caracterizada por lesdes cutaneas Unicas na forma de Ulcera
com bordas elevadas e fundo necrético, causada principalmente pela resposta inflamatéria
exacerbada, induzida por células Thl produtoras de IFN-y e apresentando um nimero reduzido
de parasitas no local da lesdo. Em modelos de doencas autoimunes e inflamatorias, o uso da
inducdo de tolerancia oral (TO) tem se mostrado promissor no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas, pois os mecanismos regulatorios gerados pela TO diminuem a inflamacg&o causada
nestas doencas. Trabalhos da literatura tém mostrado que as Lactococcus lactis (L. lactis),
bactérias lacticas, ndo patogénicas e Gram-positivas sdo boas ferramentas para a inducdo da
TO. Neste trabalho, utilizamos a cepa recombinante de L. lactis geneticamente modificada
produtora da proteina de choque térmico 65 (Hsp65) derivada do Mycobacterium leprae. A
Hsp65 possui um papel regulador importante no sistema imune, modulando principalmente
respostas inflamatorias devido a sua capacidade de inibir a producéo de citocinas, como TNF e
IFN-y, e de aumentar IL-10 pelas células T regulatorias (Tregs). OBJETIVO: Avaliar o
potencial terapéutico da administracdo oral de L. lactis produtoras de Hsp65, como tratamento
imunomodulador em modelo experimental de leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis
em camundongos BALB/c. METODO: Camundongos BALB/c foram desafiados na orelha
com promastigotas metaciclicas de L. braziliensis. Apds quatro semanas de infeccdo, os animais
foram tratados por via oral com L. lactis produtoras ou ndo de Hsp65 durante quatro dias
consecutivos. Nos diferentes grupos de animais avaliou-se a espessura da lesdo, a carga
parasitaria, citocinas produzidas pelas células dos linfonodos drenantes da lesdo e a frequéncia
de células Tregs envolvidas na inducdo da TO durante todo o periodo de infeccdo.
RESULTADOS: O acompanhamento semanal da espessura das lesdes durante a infeccédo
mostrou que, os animais tratados por via oral com L. lactis produtora de Hsp65 desenvolveu
lesbes menores e apresentaram uma menor destruicao tecidual ap6s o tratamento comparados
aos animais dos grupos controles (Lb e Lb/@). O tratamento oral com Hsp65 reduziu a carga
parasitaria a partir de 6 semanas de infeccdo em relacéo aos animais que nao receberam Hsp65.
Foi observado também uma reducdo na producéo de IFN-y nos linfonodos drenantes da lesdo
dos animais tratados com Hsp65 seguido de um aumento de IL-10, evidenciando um balanco
entre a producdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias. O tratamento oral com L. lactis
produtora de Hsp65 também promoveu o aumento da frequéncia de células Tregs como
CD4*"CD25"Foxp3* e CD4*LAP* (TGF-B associado a membrana) nos linfonodos drenantes da
lesdo causada por L. braziliensis. CONCLUSOES: A utilizagdo da TO utilizando a proteina
heter6loga Hsp65 apresenta boas perspectivas para seu emprego no tratamento da leishmaniose
cutanea.

Palavras-chave: Hsp65. Leishmaniose. Leishmania braziliensis. Lactococcus lactis.
Tolerancia 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-y-producing Thl 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-y, 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/@). 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-y 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-B) 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.



Figural
Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Status de endemicidade da Leishmaniose Cutanea no mundo, 202
Distribuicéo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissédo
de leishmaniose tegumentar, Brasil, 2005

Ciclo de vida da Leishmania

Inducdo e manutencdo da tolerancia oral

Desenho experimental dos estudos in vivo

Representacao dos vetores de expressdo pXyIT:SEC:Hsp65

Dot plots das estratégias de gating para a analise das populacdes de
células T regulatorias por citometria de fluxo

Cinética do desenvolvimento das lesGes cutaneas em camundongos
BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hsp65 ap06s a infecgédo
por L. braziliensis

Cinética da carga parasitéria da orelha e do linfonodo drenante da leséo
de camundongos BALB/c administrados por via oral com L. lactis
produtor de Hsp65 apos a infeccdo por L. braziliensis

Cinética da producéo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias e a razdo da
producgdo IL/-10/IFN-y das células do linfonodo drenante da lesdo de
camundongos BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hps65
apos a infeccdo por L. braziliensis

Frequéncia das células T regulatérias CD4*LAP* e CD4"CD25"Foxp3*
no linfonodo drenante da lesdo de camundongos BALB/c administrados
com L. lactis produtor de Hsp65 ap0s a infeccdo por L. braziliensi
Desenvolvimento das leses causadas pela infec¢do por L. braziliensis
em camundongos BALB/c tratados com Hsp65

Escore inflamatorio e anélise histopatologica das lesbes nas orelhas dos
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados com L.
lactis produtora de Hsp65

Resumo gréafico da hipbtese do trabalho e dos resultados

17
18
27
36
40
45

48

50

52

53

54

56

67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho. 38
Tabela2 Lista de anticorpos utilizados na citometria de fluxo, com seus 44
respectivos marcados, fluérocromos e seus fabricantes.



BL
CCL4
CCR
DCs
DSS
DTH
GALT
GRAS
Hsps
IELs
IL
IFN-y
INOS
PP
LAP
LC
LCD
LCM
LD
LNm
LP

LT
NO
NK
OGM
OMS/WHO
OVA
PAHO
PAMPs
PMNs
PRRs

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Bacterias lacticas

Ligantes de quimiocina CC 4
Receptor de quimiocinas

Células dendriticas

Dextran Sulfato de Sédio

Tipo de hipersensibilidade tardia
Tecido linfoide associado ao intestino
Generally regarded as safe

Heat shock proteins

Linfdcitos intra-epiteliais
Interleucinas

Interferon gamma

Enzima Oxido nitrico sintase induzida
Placas de Peyer
Latency-associated peptide
Leishmaniose cutanea
Leishmaniose cutanea disseminada
Leishmaniose mucocutanea
Leishmaniose difusa

Linfonodo mesentérico

Lamina propria

Leishmaniose tegumentar

Oxido nitrico

Natural killer

Organismo geneticamente modificado

Organizacdo Mundial da Saude/World Health Organization

Ovalbumina

Organizacao Pan-Americana da Satude/Pan American Health Organization

Padrdes moleculares associados aos patdégenos
Células polimorfonucleares
Receptores de reconhecimento de padrdes



NETSs
ROS
SESAB
SisLeish

TGF-B
Th
TLR

Neutrophils Extracellular Traps

Espécies Reativas de Oxigénio

Secretaria de Saude do Estado da Bahia

Sistema de Informacéo Regional para Leishmanioses nas Américas
SVS/MS Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
Fator de transformacéo do crescimento

T helper

Toll-like receptors



11
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8

2.1
2.2
221
2.2.2

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5

4.6

4.7
4.8
4.9
4.10
411
4.12

SUMARIO

INTRODUCAO

LEISHMANIOSE E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

VETOR, AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO
CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

RESPOSTA IMUNE CONTRA INFECCAO POR LEISHMANIA
MODELOS EXPERIMENTAIS NA LEISHMANIOSE CUTANEA
TOLERANCIA ORAL

AS BACTERIAS LACTICAS E LACTOCOCCUS LACTIS
PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPs)
JUSTIFICATIVA

HIPOTESE

OBJETIVOS

Objetivo geral

Objetivos especificos

DESENHO EXPERIMENTAL

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

PARASITAS

INFECCAO EXPERIMENTAL

OBTENCAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS E

ACONDICONAMENTO MICROBIOLOGICO

INDUCAO DA EXPRESSAO GENICA DA CEPA LACTOCOCCUS
LACTIS RECOMBINANTE

ADMINISTRACAO POR VIA ORAL DO TRATAMENTO E GRUPOS
EXPERIMENTAIS

DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA

CULTURA DE CELULAS

DOSAGEM DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS
ANALISE DA CITOMETRIA DE FLUXO E ESTRATEGIA DE GATING
ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

ANALISE ESTATISTICA

15
15
16
19
20
22
24
30
32
34
35
35
35
35
36
37
37
37
37
38

40

41

42
42
43
44
45
46



5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

RESULTADOS

CINETICA DO DESENVOLVIMENTO DAS LESOES DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS POR VIA ORAL COM L.
LACTIS PRODUTOR DE HSP65 APOS A INFECCAO POR L.
BRAZILIENSIS

ANALISE DA CARGA PARASITARIA NO SITIO DA INFECCAO
(ORELHA) E NOS LINFONODOS DRENANTES DA LESAO DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS APOS A INFECCAO POR L.
BRAZILIENSIS

AVALIACAO DA PRODUCAOQ DE CITOCINAS IFN-y, IL-10, TGF-BE IL-
4 PELAS CELULAS DO LINFONODO DRENANTE DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM HSP65 APOS A
INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

AVALIACAO DA FREQUENCIA DE CELULAS T REGULADORAS NAS
CULTURAS DE CELULAS DOS LINFONODOS DRENANTES DA
LESAO DE CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM L. LACTIS-
HSP65 APOS A INFECCAO

ANALISE MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DAS LESOES DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM HSP65 APOS A
INFECCAO

DISCUSSAO

CONCLUSAO
PERSPECTIVAS FUTURAS
REFERENCIAS

47
47

48

50

52

54

58
67
68
69



15

1 INTRODUGCAO
1.1 LEISHMANIOSE E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A leishmaniose constitui um complexo de doengas causadas por protozoarios parasitas
do género Leishmania spp. com mais de 20 espécies conhecidas ao redor do mundo. Existem
duas principais formas da doenca: 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 € uma das principais doencas negligenciadas no mundo (ALVAR et al.,
2012).

As leishmanioses estdo presentes e continuam sendo um dos principais problemas de
salde no mundo: noventa e dois paises sdo endémicos para LT e oitenta e trés para LV (WHO,
2021). Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 1 bilhdo de
pessoas estdo em areas endémicas com risco de infec¢do e estima-se que ocorram mais de 1
milhdo de casos de LT anualmente (Figura 1). Em 2019, 53 paises endémicos 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 paises com maiores numero de casos,

totalizando 91% da incidéncia global para esta forma da doenca (WHO, 2020).

Paises reportando
A — casos importados de
7 o o 29, = LC, 2020

5J~/ ) 2~ " : Q00 T Brasil-291
VM S A R\ N ) N . Libano-239
-—gg\« A / -~ . Franga-170

o . . ) A ) | Emirados Arabes — 41
A Arabia Saudita - 32

Bélgica - 27

Equador - 22

Egito—-19

1 Catar-15

&~ Coldmbia-7
Argentina-6
Suriname - 4
Kuwait -3
Bielorrussia, El
Salvador, Russia,
Venezuela-1

Numero de novos casos de

LC, 2020 =
] 0casos reportados

] <100

N 100-999 __| Sem casos autéctones reportados
“a ' ER 1000-4990 [ Sem dados
- B 5000 Nio disponivel

Figura 1 - Status de endemicidade da Leishmaniose Cutanea 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 periodo foi observado que a regido Norte reportou maior nimero de casos,
seguida da regido Nordeste (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Na Bahia, a LT esteve presente em 195 (46,76%) municipios do Estado. Segundo a
Secretaria de Saude do Estado da Bahia (SESAB), a anélise do histérico de casos e incidéncia
de 2003 a 2020 mostrou que a doenca possui ampla distribuicéo, 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 Informacéo Regional para Leishmanioses nas Américas
(SisLeish), os casos de LC no Brasil ocorreram em todas as idades, no entanto, a faixa etaria
de > 20 anos < 50 anos foi predominante (PAHO/WHO, 2019). Na Bahia, em 2020, houve uma
predominancia de casos confirmados para LT em individuos do sexo masculino, na faixa etaria
economicamente ativa de 20 a 34 anos, de raca parda e com baixa escolaridade (SESAB, 2020).
Desta forma, a LT representa um importante problema de saude publica no Brasil, devido a sua
alta incidéncia e ampla distribuicdo, especialmente na Bahia onde ja foram detectados casos
nos maiores centros urbanos. Além disso, a doenca assume um importante papel
socioeconémico pelo risco dos pacientes, principalmente das formas mucocutanea e cutanea
difusa, desenvolverem lesdes desfigurantes, até mesmo incapacitantes, sendo consideradas
como doengcas ocupacionais (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.2 VETOR, AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios parasitas do género Leishmania
(Ordem: Kinetoplastida; Familia: Trypanosomatidae), que tem seu ciclo bioldgico realizado em
dois hospedeiros: vertebrados (canideos, felinos, marsupiais, raposas, roedores e humanos) e
invertebrado (flebotomineo) (ANTONIOU et al., 2013; DE OLIVEIRA LARA-SILVA et al.,
2015; DOSTALOVA; VOLF, 2012). Durante seu ciclo de vida, o parasita assume duas formas
evolutivas distintas: a promastigota que se apresenta na forma flagelada, fusiforme, sdo mdveis
e extracelulares, s&o encontradas no intestino médio do flebotomineo; e a amastigota que possui
uma forma arredondada, sdo imoveis, obrigatoriamente intracelulares, sendo encontradas
parasitando as células fagocitarias do hospedeiro mamifero (ALEXANDER et al., 1999).

Os vetores da doenca sdo os insetos fémea de flebotomineos que pertencem a ordem

Diptera e familia Psychodidae, que fazem parte de diferentes géneros: Lutzomyia no novo
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Mundo (Américas) e Phlebotomus no Velho Mundo. (BATES, 2007; LAINSON; RANGEL,
2005). Além disso, a transmissdo da doenca é realizada através da picada do vetor durante o
repasto sanguineo, por isso somente as fémeas sdo consideradas transmissoras pelo fato de
serem hemat6fagas (GAUDENCIO et al., 2015; READ, 1979) . No Brasil, as principais
espécies de vetores envolvidos na transmissdo da LT sdo Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu.
umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu. migonei (LAINSON; RANGEL, 2005).

Nas Américas ja foram identificadas 11 espécies de Leishmania consideradas
causadoras da LT em humanos (COSTA, 2005). No Brasil, ja foram reconhecidas 7 espécies
de Leishmania como agentes etioldgicos da doenca, sendo seis destas do subgénero Viannia e
uma do subgénero Leishmania. Atualmente, as trés principais espécies conhecidas séo: L. (L.)
amazonensis, L (V.) braziliensis, L (V.) guyanensis; além de outras espécies do subgénero
Viannia que foram identificadas na regido 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) sdo as principais causadoras de LT na Bahia (Figura
2) (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

B L (v.) braziliensis
[ L (v.) 1ainsoni

B L (v.) naiffi

B L (v.) shawi

B L (v.) guyanensis
[ L (v.) amazonensis
B L (v.) lindenberg

Figura 2 - Distribuicdo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissdo de leishmaniose tegumentar,
Brasil, 2005.
Fonte: Adaptado de (SVS/MS, 2005)
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O ciclo biologico da Leishmania comeca no intestino médio do vetor flebotomineo,
onde as promastigotas prociclicas de Leishmania se diferenciam em promastigotas metaciclicas
infectantes. Durante o repasto sanguineo, a fémea do flebotomineo infectado regurgita as
promastigotas metaciclicas na pele do individuo. Além disso, séo liberados componentes do
vetor imunomodulatoérios, importantes para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro
vertebrado. Entdo, os parasitas Leishmania serdo fagocitados por diversos tipos celulares
presentes no local, como macrofagos e neutréfilos (KAYE; SCOTT, 2011). Os macréfagos séo
as células hospedeiras das Leishmania onde ocorre a proliferagdo dos parasitas (ANTOINE et
al., 1998). Apds as metaciclicas de Leishmania estarem presentes nos fagolissosomos dos
macrofagos, 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 reinfeccdo em outras células fagociticas locais. O ciclo de transmissdo da
Leishmania sp. se fecha quando os fagdcitos infectados sdo ingeridos por outro flebotomineo
durante um novo repasto sanguineo. Assim também, as amastigotas sofrem uma série de
alteracdes morfoldgicas no flebotomineo, onde se transformam em promastigotas metaciclicas

infectantes (KAYE; SCOTT, 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Ciclo de vida da Leishmania.
Fonte: Adaptado de (REITHINGER et al., 2007).
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1.3 CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A maioria das infec¢des por Leishmania spp. ocorre através da entrada de parasitas pela
pele do hospedeiro vertebrado, no entanto o conjunto de manifestagdes clinicas causado por
este protozoario é bastante varivel, e esta ligado diretamente com a identificacdo das espécies
infectantes e a resposta imune do hospedeiro (COSTA, 2005). A LT é a forma mais comum e
é caracterizada pela formacdo de lesdes ulceradas ou nodulares, que geralmente ocorrem em
areas expostas do corpo como face, bracos, pernas e pés (Revisto em BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; PACE, 2014). Esta forma clinica ainda pode ser classificada em 4 subtipos
de manifestacBes clinicas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC),
leishmaniose cutanea difusa (LD) e leishmaniose cutanea disseminada (LCD) (PEARSON; DE
QUEIROZ SOUSA, 1996).

A LC é a forma mais frequente da doenca, caracterizada por causar lesGes Unicas
circulares, ulceradas, com bordas elevadas e possuem um fundo necrético com aspecto
granuloso. Estas lesdes apresentam cura espontanea, no entanto o tempo de resolugéo pode
levar semanas ou meses, e mesmo evoluindo para a cura, as lesdes podem deixar cicatrizes
atroficas estigmatizantes, com hipo ou hiperpigmentacdo (SCORZA; CARVALHO; WILSON,
2017). No Brasil, o principal agente etiol6gico causador da LC € a Leishmania braziliensis
(CONVIT et al., 1993; MARSDEN et al., 1984; SILVEIRA et al., 2008, 2009).

A LMC ¢ caracterizada pela migracdo dos parasitos de lesbes ulceradas simples na
pele para lesdes destrutivas na mucosa, tanto da nasofaringea quanto da orofaringea. Essas
lesBes apresentam um numero bastante reduzido de parasitas com uma resposta inflamatéria
exacerbada, causada pela alta producdo de interferon-gama (IFN-y) (maior do que visto na LC),
em conjunto com a baixa producéo de interleucina 10 (IL-10), o que impede a modulacéo da
resposta pro-inflamatoria e determina a destruicdo tecidual presente nesta forma clinica
(MARSDEN, 1986; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). O principal agente etiologico da LMC
é L. braziliensis, que neste caso é capaz de persistir na lesdo ap0s a cura e metastizar para a
mucosa (DE OLIVEIRA GUERRA etal., 2011).

Em casos de LD, os individuos apresentam um numero grande de lesdes papulares ou
nodulares causadas pela disseminacdo de parasitas por vias linfaticas e hematogénicas
(MARSDEN, 1986). As lesdes ocorrem com frequéncia nas regides da face e do tronco dos
pacientes (CARVALHO et al.,, 1994). Apesar destas lesbes ndo apresentarem uma cura
espontanea, a LD nédo oferece um risco de morte aos pacientes acometidos com a doenga. No

entanto, o diagndstico tardio e precario pode acarretar o aumento do tamanho das lesdes e 0
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desenvolvimento de lesGes bacterianas secundarias (DAVID; CRAFT, 2009). As principais
espécies causadoras da LD sdo L. braziliensis e L. amazonensis (PEARSON; DE QUEIROZ
SOUSA, 1996; VIEIRA et al., 2002).

A LCD ¢ principalmente causada pela L. amazonensis, caracterizada pela formacao de
lesbes multiplas ndo-ulcerativas com aparéncia papular ou nodular contendo muitos parasitas
(HANDLER et al., 2015; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). As lesdes podem
apresentar variados tamanhos e em diferentes regides do corpo. A auséncia de ulceracdo e o
crescimento descontrolado de amastigotas € consequéncia, principalmente, da falta de uma
resposta imune celular especifica nesta forma da doenca (BARROSO et al., 2018; CAMPOS et
al., 2018; SILVEIRA et al., 2008).

1.4 RESPOSTA IMUNE CONTRA INFECCAO POR LEISHMANIA

A resposta imunoldgica na LC é iniciada por células imunes inatas residentes na pele.
Estas células possuem receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que interagem com 0s
padrBes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) da Leishmania (LIU; UZONNA,
2012; SACRAMENTO et al., 2017), levando a uma resposta caracterizada pela producéo de
mediadores inflamatorios.

Além disso, interacdes coordenadas entre os mecanismos mediados por células imunes
inatas e a ativacdo de populacdes de células T especificas levam a producdo de citocinas
inflamatorias que amplificam a resposta contra os parasitas levando a sua eliminagdo, porém
com destruigéo tecidual, sendo uma das causas da patogénese da doenca (ATRI; GUERFALLI;
LAOUINI, 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016). Um exemplo deste fato é a exacerbacao da resposta
observada na leishmaniose mucocutanea, onde o nimero de parasitas é bastante baixo e a lesdo
é extensa. (BACELLAR et al., 2002). Portanto, a resposta imune do hospedeiro na LC esta
implicada tanto na protecdo quanto na imunopatologia da doenca (SCOTT; NOVAIS, 2016).

Apos a infecgdo na pele do hospedeiro através da picada do flebotomineo, promastigotas
metaciclicas infectantes de Leishmania spp. tém a necessidade de se esquivar da imunidade
inata para sobreviver e se replicar dentro das células. Durante a picada, 0os vasos dermicos
superficiais sdo atingidos dando origem a um lago sanguineo, concomitantemente, Sao
depositadas substancias da saliva do flebotomineo, como vasodilatadores e antiagregantes
plaquetérios, que facilitam a inoculacéo e veiculacdo dos parasitos na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado (ROHOUSOVA; VOLF, 2013). Apés a inoculagdo dos parasitos no

individuo, diferentes tipos celulares sdo ativados no sitio da infec¢cdo, como macrofagos e
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células dendriticas (DCs), recrutam outras células responsaveis pela eliminagéo do patégeno e
sua interacdo com os parasitas influenciam de forma significativa no desfecho da infeccéo.

Diversos estudos demonstram que os neutrofilos sdo as primeiras células a serem
recrutadas, rapidamente chegam no sitio da infeccdo e sdo responsaveis pela eliminacdo do
parasita através da inducdo da morte intracelular ap6s fagocitose ou atraves da morte
extracelular pela liberacdo de uma rede de fibras que se ligam a patdgenos chamadas
Neutrophils Extracellular Traps (NETS), constituidas por cromatina e proteinas granulares
(GUIMARAES-COSTA et al., 2009; HURRELL; REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016).
Uma vez que os neutrofilos sdo considerados fagocitos de vida curta, acredita-se que estas
células sdo utilizadas com “cavalos de Trdia” pelos parasitas como uma estratégia de entrar
silenciosamente nos macrofagos sem ativa-los. Além disso, os parasitas inibem os sinais
apoptéticos celulares dos neutréfilos, com o objetivo de aumentar sua vida Gtil e a disseminacdo
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 neutréfilos é a produgdo da quimiciona CCLA4,
responsavel em promover o recrutamento dos macréfagos e DCs, que participam na fagocitose
de neutrofilos apoptdticos. Quando recrutados, os macrofagos fagocitam as células
polimorfonucleares (PMNSs) infectadas, bem como, parasitas livres, e se tornam a célula
hospedeira definitiva, tanto para a replicacdo quanto na eliminacdo do parasita (LIU;
UZONNA, 2012; VAN ZANDBERGEN et al., 2004).

Apbs a internalizacdo dos parasitas pelos macrofagos, ha a formacao do fagolisossomo,
onde as formas promastigotas se diferenciam rapidamente em amastigotas que sdo mais
resistentes ao sistema imunologico do hospedeiro, adaptando-se ao pH &cido do meio
(WALKER etal., 2014; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002). Os macrofagos possuem duas vias
distintas de ativacdo que podem determinar tanto a replicagéo do parasita quanto a eliminagéo
do patégeno. Na via classica, dois principais mecanismos responsaveis pelo controle da
infeccé@o por Leishmania séo a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), gerada pelo
“burst” respiratorio que ocorre durante a fagocitose ¢ o Oxido Nitrico (NO), produzido pela
enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). A principal citocina responsavel pela ativacdo
destas células é o IFN-y, 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 geracdo de células T CD4*
produtoras de IFN-y (OKWOR; UZONNA, 2016). Por outro lado, outras células residentes da
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pele (por exemplo, queratinécitos e células T CD4" que possuem o receptor Vp4) produtoras
de interleucina 4 (IL-4) induzem o desenvolvimento de células T helper do tipo 2 (Th2). Celulas
T CD4" Th2 produzem IL-4 e interleucina 13 (IL-13), o que leva a ativacdo alternativa dos
macrofagos, aumento da atividade da arginase e da producdo de poliaminas, favorecendo a
replicacdo do parasita (L1U; UZONNA, 2012). Assim também, a infec¢do por Leishmania pode
induzir uma resposta anti-inflamatdria, com a producéo de citocinas como IL-10 e fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) que inibem e desativam as fungdes dos
macrdfagos, afetando negativamente na atividade anti-leishmania destas células infectadas, o
que contribui para a sobrevivéncia do parasita (BELKAID et al., 2001; CARNEIRO et al.,
2020;LI1U; UZONNA, 2012).

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Os trabalhos, utilizando modelos experimentais com foco na resposta imune contra a
infeccdo por Leishmania, tém contribuido na elucidacdo dos mecanismos envolvidas na
patogénese e na protecdo na infeccdo por Leishmania. Inicialmente, a maioria dos estudos de
resisténcia e susceptibilidade em LC foram desenvolvidos em modelos experimentais a
infeccdo por L. major em murinos (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Camundongos
C57BL/6 infectados por L. major apresentam células T CD4* diferenciadas em um perfil Thi,
caracterizada pela producdo de interleucina 12 (IL-12) e IFN-y, que ativa os macrdfagos, e leva
a inducdo de mecanismos de destruicdo do parasita. A producgdo de IL-12 por DCs é essencial
para o desenvolvimento de células T CD4* com funcéo protetora pela inducdo 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 producéo de IL-4, levando a susceptibilidade/progressdo da doenca devido a presenca de
citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-p (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

A IL-10 tem um papel importante na modulacdo da resposta a infec¢do, diminuindo a
inflamacdo, mas ao mesmo tempo permitindo a sobrevivéncia de alguns parasitas. Isso foi
demonstrado em camundongos deficientes de I1L-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 diferenciacdo em respostas Thl ou Th2 estd associada com a
resisténcia/cura e susceptibilidade/cronicidade da doenca, respectivamente. Deve-se

considerar, entretanto, que a resisténcia e suscetibilidade a infecgdo € multifatorial, sendo um
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desses fatores a espécie de Leishmania envolvida e 0 modelo experimental utilizado (BOGDAN
etal., 1996; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

O modelo utilizando a espécie L. major criou um paradigma entre susceptibilidade e
resisténcia a LC, que ndo € aplicavel para o estudo da doenca em humanos, assim como em
outros modelos experimentais de leishmanioses. Assim, as espéecies do Velho e Novo Mundo
apresentam divergéncias no desenvolvimento de estratégias para sobreviver dentro dos sitios
de infeccdo, e ndo somente, existem diferentes fatores de viruléncia identificados entre as
espécies do parasita, como também o desfecho clinico € 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 ndo provocar lesdes em
muitas linhagens de camundongos, como por exemplo, C3H/HelJ, C57BL/6J E CBA/Cal
(CHILDS et al., 2016; NEAL; HALE, 1983) . Isto ocorre devido a incapacidade desta espécie
em suprimir a resposta imune Thl, tornando a maioria das linhagens de camundongos
resistentes a infeccdo (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998).

A linhagem murina mais suscetivel a infeccdo por L. braziliensis ¢ BALB/c, que
apresenta um desfecho clinico semelhante ao observado em humanos, principalmente em
relacdo a persisténcia do parasita, resposta imune e ulceracdo da lesdo. A infeccdo subcutanea
na pata de camundongos BALB/c por L. braziliensis promove a formacao de lesGes pequenas
e nodulares (ROCHA et al., 2007), ja a infeccdo por via intradérmica na orelha causa Ulceras
semelhantes aquelas observadas em pacientes (DE MOURA et al., 2005) e em ambos 0s
modelos, a cura é espontanea. 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-y
desenvolveram lesGes significativamente maiores e progressivas sem resolucdo (DEKREY;
LIMA; TITUS, 1998). Deste modo, um mecanismo dependente de IFN-y é responsavel pela
eliminacéo do parasita L. braziliensis em camundongos BALBI/c.

No modelo experimental de infeccdo desenvolvido por De Moura e colaboradores
(2005), camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis por via intradérmica apresentaram
diversos aspectos semelhantes a infeccao natural, tais como, a disseminagéo do parasito para 0s
linfonodos drenantes, a presenca da ulceracdo na lesdo e da intensa resposta imune Thlcom a
producdo de citocinas como IFN-y e quimicionas pro-inflamatérias (DE MOURA et al., 2005) .

Do mesmo modo, neste modelo foi observado também uma resposta mista Th1/Th2,
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caracterizada pela presenca de células T CD4" secretoras de IFN-y, IL-4 e IL-10, confirmando
a auséncia da dominancia de resposta Th2 observada na infec¢do por L. major em animais
suscetiveis (DE MOURA et al., 2005). Em humanos, o controle da infeccdo contra a
Leishmania est4 associado a diferenciacdo de linfocitos T especificos produtores de IFN-y,
capazes de controlar os parasitas através da ativagdo de macrofagos infectados (BARRAL et
al., 1995; SCOTT; NOVAIS, 2016) . Ja as citocinas IL-10 e TGF-p possuem um papel anti-
inflamatdrio, contribuindo com a replicacdo dos parasitas nos macrofagos (BARRAL et al.,
1995; BOURREAU et al., 2001; SALHI et al., 2008). Assim, tem sido mostrado que o
equilibrio entre as citocinas como 1L-10 e IFN-y ¢ determinante para a cura das lesdes, como
também para a persisténcia 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 terapéutica que
usufruisse de mecanismos tolerogénicos capaz de induzir uma imunomodulacdo, de modo que
diminuisse a resposta inflamatoria exacerbada causada pela infeccdo por L. braziliensis,

decidimos testar o protocolo de tolerancia oral apos a infeccao.

1.6 TOLERANCIA ORAL

Em 1949, Frank Burnet introduziu o conceito de “self” (proprio) e “non-self” (ndo-
préprio). Segundo sua hipétese, o conceito de préprio é ativamente definido pelo sistema imune
ainda no desenvolvimento embrionério. Posteriormente, em 1953, Peter Medawar confirmou a
teoria do seu colega e a combinacéao dos seus trabalhos deram a origem ao conceito de toleréncia
imunologica (BILLINGHAM; BRENT; MEDAWAR, 1953). Este fendmeno é conhecido como
sendo essencial na homeostase do corpo, visto que, a partir dele o organismo consegue tolerar
autoantigenos e néo reagir de forma inflamatoria contra eles.

Um outro mecanismo, analogo a tolerancia imunoldgica, € a tolerancia oral (TO) sendo
definida como um estado de supressdo imunoldgica das respostas celulares e/ou humorais frente
a antigenos externos que foram ingeridos previamente por via oral (FARIA; WEINER, 2005,
2006; VAZ et al., 1977). Ela ¢é considerada um mecanismo imunologico natural, pois ocorre
diariamente com as inimeras proteinas exdgenas ingeridas através da alimentacdo. A TO possuli
um papel muito importante no organismo, pois contribui para o equilibrio entre antigenos
exogenos derivados da dieta e da microbiota comensal do intestino e dos componentes proprios

do corpo na superficie da mucosa intestinal.
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A inducdo de células T regulatérias (Tregs) € um dos principais mecanismos que
promovem a geracdo da TO, estas células sdo capazes de produzir citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 e TGF-B, que atuam na supressdao da resposta inflamatoria (FARIA; WEINER,
2005). Além disso, as células Tregs induzidas através da administracdo de antigenos por via
oral possuem um efeito de tolerancia sisttmica, ou seja, sdo capazes de migrar e suprimir
respostas imunes em focos inflamatorios presentes no corpo. Diversos trabalhos com diferentes
antigenos-alvos de doengas autoimunes mostraram que a sua ingestao por via oral foi capaz de
prevenir a doenca dos modelos experimentais de encefalomielite autoimune experimental,
colite, artrite, uveite, tireoidite, entre outras (FARIA; WEINER, 2005) . Desta forma, é
importante estudar os mecanismos de inducdo da TO, a fim de utiliza-la como alternativa
terapéutica que restaurem a homeostase tecidual.

A mucosa intestinal representa a maior superficie de contato com o meio externo e é a
rota priméria pela qual somos expostos a antigenos diariamente (WEINER; WU, 2011). Ela
consiste em uma unica camada de epitélio intestinal constituido por células absortivas formando
interface entre o Iimen intestinal (externo) e a lamina prépria (interno). Deste modo, pode-se
dizer que a anatomia da mucosa intestinal n&o foi formada para funcionar como uma barreira
restrita, mas sim como interface, que permite a absorcao de nutrientes e a0 mesmo tempo abriga
trilndes de microorganismos comensais (MUCIDA; PARK; CHEROUTRE, 2009; WEINER;
WU, 2011).

O ambiente tolerogénico do intestino esté relacionado principalmente ao GALT (Tecido
Linfoide Associado ao Intestino). O GALT ¢é formado pelas placas de Peyer’s (PP), pelos
foliculos linfoides isolados e apéndice. Juntos, 0 GALT, os linfocitos intraepiteliais (IELS) e 0s
linfécitos da lamina prépria (MOWAT, 2003) formam o maior 6rgéo linfoide do corpo. Uma
rede de linfonodos mesentéricos (LNm) associada ao GALT é responsavel pela drenagem de
varios segmentos dos intestinos delgado e grosso, atuando como um sitio de migragéo,
maturagdo, diferenciagdo e proliferacdo de linfocitos ativados na mucosa intestinal apds
estimulo (BRANDTZAEG, 2009; ESTERHAZY et al., 2019). Desta forma, estas estruturas sao
essenciais para o reconhecimento imune de antigenos no lumen intestinal e os LNm s&o
importantes para o desenvolvimento da TO (SPAHN et al., 2002; WORBS et al., 2006).

Varios mecanismos efetores relacionados com a inducdo da toleréncia oral foram
propostos para esclarecer a hiporesponsividade de antigenos derivados da dieta. Ja foi
demonstrado que baixas doses de antigenos administrados por via oral promovem a supressdo

da resposta através da producao de Tregs, por outro lado altas doses podem gerar anergia ou



26

delecdo clonal de linfécitos T (CHEN et al., 1995; CHEN; WEINER, 1996; WEINER; WU,
2011).

Ap0s a ingestdo por via oral, o antigeno pode alcancar o GALT de varias formas. O
antigeno pode ser capturado pelos dendritos das DCs que atravessam o epitélio e penetram o
limen, pelas células M ou ser absorvido pelas células epiteliais intestinais. Quando
administrado com baixas doses, 0 antigeno é capturado por DCs que possuem um perfil
tolerogénico. Ja estd bem estabelecido que a captura e apresentacdo de antigenos pelas DCs
presentes na lamina prépria (LP) do intestino é importante para o desenvolvimento da TO. As
DCs CD103" sdo fundamentais para a TO, por sua capacidade de produzir acido retindico
(KELSALL, 2008), que juntamente com a citocina TGF-p, torna estas DCs capazes de induzir
a diferenciacdo de células Tregs CD4"Foxp3*, essenciais no desenvolvimento da TO
(COOMBES et al., 2007; MUCIDA; CHEROUTRE, 2007; SCOTT; AUMEUNIER,;
MOWAT, 2011). Apés a captura do antigeno, as DCs CD103" migram para 0 LNm de maneira
dependente de CCR7, induzem a diferenciacdo de células Tregs CD4"Foxp3*. As Tregs que
expressam moléculas direcionadoras de migracdo como o receptor de quimiocina CCR9 e a
integrina 04P7 sdo capazes de migrar para a LP onde proliferam através da influéncia de
macr6fagos CX3CR1* produtores de IL-10 e outras células produtoras de IL-10 e TGF-B,
auxiliando no processo da tolerancia oral (MAZZINI et al., 2014) (Figura 4). Os LNm tém sido
identificado como o sitio de inducdo da TO (WORBS et al., 2006), enquanto as PP ndo sdo
necessarias no desenvolvimento da TO (KRAUS; MAYER, 2005; SPAHN et al., 2002).
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A captura de antigenos no limen intestinal, como por exemplo, proteinas da dieta,

ocorre por meio de uma variedade de mecanismos, incluindo o transporte
das células M para as Placas de Peyer, por DCs que capturam antigenos, o

dos antigenos através
u apos a transferéncia

de antigeno por macréfagos CX3CR1" que captam antigenos luminais. Neste caso, DCs

CD103"CCR7* sdo mais eficientes em induzir Tregs e tolerancia ap6s

serem carregadas de

antigeno e migrarem para LNm. DCs CD103* produzem &cido retinéico (RA) e IL-10, que em

combinacdo com TGF-B induzem a diferencia¢do de Treg Foxp3*. As DCs CD103" também

mediam a regulacdo positiva dos receptores de homing do intestino, CCR9 e integrina a4p7,

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

para induzir a toleréncia oral. A producdo de IL-10 por macrofagos

CX3CR1* residentes

contribui para expandir iTregs Foxp3*™ na LP. A presenca de TGF-B por si s6 pode induzir a

diferenciacdo de Treg LAP™.
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Além disso, Tregs medeiam a supressdo de respostas inflamatérias pela producéo de
citocinas inibitorias, como IL-10 e TGF-B. As iTregs CD4"Foxp3* que foram geradas no LNm
podem estar envolvidas nas consequéncias sistémicas da tolerancia oral a antigenos proteicos,
e migram através do vaso linfatico eferente para o ducto torécico e posteriormente para a
corrente sanguinea sendo requeridas em tecidos inflamados.

Nos LNm ocorre a diferenciacdo de diversos subtipos de células Tregs no intestino,
como: Tregs induzidas CD4*CD25"Foxp3* (iTregs), células Trl, Tregs LAP* (células Th3),
Treg CD8+ ¢ células T 3. Entre as células Tregs CD4"Foxp3™, as Tregs naturais derivadas do
timo (nTregs) sdo importantes na manutencdo do controle da autoreatividade a componentes
proprios evitando assim a formacdo de doencas autoimunes. O Foxp3 (forkhead box protein 3)
é um fator de transcrigcdo nuclear chave envolvido na geracdo de células nTregs. Camundongos
duplo transgénicos, que possuem linfocitos T reativos a ovabulmina (OVA) e linfocitos B
reativos a hemaglutinina (HA), ndo sdo capazes de produzir nTregs, mas desenvolveram TO a
OVA (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008). Esses camundongos duplo transgénicos OVA-
HA, geneticamente deficientes de Foxp3 e, portanto, ndo produzem iTregs, ndo desenvolveram
TO a OVA, indicando que as iTregs CD4"CD25Foxp3* na periferia sdo necessarias paraa TO
(CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2008; MUCIDA et al., 2005).

Além das células iTregs classicas, outro subtipo de Treg que estdo presentes em
abundancia na mucosa intestinal sdo as células Tregs CD4*LAP* ou Th3 dependentes de TGF-
B, que expressam a molécula LAP (latency-associated peptide), denominado como TGF-f de
membrana (OIDA; WEINER, 2010) e atuam como supressoras de maneira dependente de TGF-
B (OCHI et al., 2006). O LAP é um pro-peptideo ligado a superficie celular, que esta associado
ndo convalentemente ao dominio amino-terminal do TGF-B, formando um complexo TGF-f-
latente.

A geracdo de células Tregs é o produto da apresentacdo de antigenos orais pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) presentes na mucosa intestinal. As células Tregs induzem
preferencialmente a producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10, TGF- e IL-4
(FANGER JOANNE L VINEY; MOWAT; O, 1998; SIMIONI et al., 2004). Em seguida, as
células Tregs migram para os oOrgdos linfoides com o objetivo de suprimir a resposta
imunoldgica através da liberagdo de citocinas anti-inflamatdrias ndo especificas, além de inibir
a geracdo de células efetoras FARIA; WEINER, 1999, 2005, 2006).

Em resumo, a captura de antigenos pelas DCs com perfil tolerogénico e pelos
macréfagos residentes CX3CR1* no GALT, a migracdo das DCs para os linfonodos

mesentéricos e a inducdo de células Tregs com a presencga de citocinas anti-inflamatorias



29

representam etapas essenciais durante a inducdo da TO (MAZZINI et al., 2014; PABST;
BERNHARDT, 2013).

Nos ultimos anos, a inducdo da TO ja tem sido utilizada com sucesso em inumeros
modelos experimentais de doencas autoimunes como também em outras condicdes
inflamatdrias, como alergias e transplantes (FARIA; WEINER, 2005). Estes protocolos buscam
um antigeno alvo especifico para a inducédo de tolerancia oral e pode ser usada como alternativa
terapéutica. Por exemplo, foi demonstrado em modelos de artrite, colite, aterosclerose e
diabetes que a ingestdo oral de autoantigenos preveniu aspectos clinicos da doenca (CHEN et
al., 2016; HARATS et al., 2002). No entanto, o uso do antigeno alvo para induzir a TO pode se
tornar uma possivel desvantagem em doencas autoimunes ou inflamatorias, onde o antigeno
alvo ainda n&o é conhecido.

Surpreendentemente, a tolerancia oral estd associada com o fenémeno de supressao
cruzada (VAZ et al., 1981) ou supressao “bystander” (MILLER; LIDER; WEINER, 1991), no
qual células iTregs pelos antigenos ingeridos pela dieta sdo capazes de suprimir a resposta
imune estimulada por outros antigenos, devido a liberacdo de citocinas imunomoduladoras ndo
especificas. Assim, para doencas inflamatérias de 6rgdo especifico, podem ser utilizados
antigenos por via oral capazes de induzir células reguladoras, estas migram para o sitio alvo e
suprimem a inflamacdo (FARIA; WEINER, 2006). No modelo de encefalomielite autoimune
experimental (EAE), ap0s a inducdo de tolerancia oral devido a ingestdo do antigeno da mielina,
foi observado a presenca de células supressoras dependentes de TGF-f e identificadas como
células Tregs CD4"LAP™ do tipo Th3 (MILLER et al., 1992). Além disso, o importante papel
da IL-10 no fendmeno da inducéo de TO foi sustentado pela observacdo que células Tregs do
tipo Trl especificas a ovalbumina (OVA), prevenindo a doenca em um modelo de intestino
inflamado (IBD) (GROUX et al., 1997).

Outros modelos experimentais de doencas autoimunes também demonstraram a
utilizacdo do fenomeno de supressao “bystander”. Camundongos administrados com proteina
basica de mielina (PBM) e co-imunizados com PBM e a proteina proteolipidica da mielina
preveniram o desenvolvimento da EAE. Nos modelos de artrite, induzida por antigeno ou por
adjuvante, a doencga foi suprimida pela administragdo de colageno tipo Il (YOSHINO;
QUATTROCCHI; WEINER, 1995). Os efeitos sistémicos da inducdo da TO foram
demonstrados pela administracdo de OVA em camundongos, nos quais a formacdo de
granuloma e da cicatriz cutanea causada pelo helminto Schistosoma mansoni foram inibidas
pela injecdo de OVA no momento da infeccdo (AZEVEDO et al., 2012; CANTARUTI et al.,
2017).
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Além disso, diversos trabalhos tém demonstrado a utilizagdo da bactéria Lactococcus
lactis (L. lactis) como uma boa ferramenta no tratamento e prevencdo de modelos de doencas
inflamatdrias, como EAE, colite induzida por sulfato de sodio dextrano (DSS — Dextran Sulfate
Sodium) e artrite induzida por antigeno, com a geracdo de células Tregs induzidas que sdo
capazes de inibir efeitos inflamatérios (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 veiculo para induzir
efeitos imunoregulatérios, liberando aos poucos o antigeno administrado por via oral no
intestino, promovendo a diferenciacdo de células Tregs capazes de mitigar os efeitos

inflamatdrios de doencas crénicas, como na LC causada por L. braziliensis.

1.7 AS BACTERIAS LACTICAS E LACTOCOCCUS LACTIS

As bactérias lacticas (BL) sdo amplamente conhecidas no campo da industria
alimenticia, principalmente pelo seu uso na producéo e preservacdo de produtos fermentados,
como por exemplo laticinios em geral (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015) .
As bactérias lacticas sdo produtoras de &cido lactico, resultado da fermentacédo de carboidratos.

Estas bactérias constituem um grupo heterélogo de microorganismos, considerados como
Gram-positivos, sem esporulacdo e primariamente anaerobicos. O seu uso tradicional na

industria de alimentos constata a auséncia 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 lacticas sdo dos géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus, Streptococcus e Lactococcus, entre outras (STILES;
HOLZAPFEL, 1997). Além do uso e vantagens para a industria de alimentos, as BL vém sendo
utilizadas como suplementos alimentares probioticos devido a seus efeitos benéficos a saude
(GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). De acordo com a OMS, probiéticos sdo
definidos como microorganismos, que quando administrados em quantidades apropriadas,
trazem beneficios a saude (FAHO/WHO, 2002; GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI,
2010).

Muitas BL tém sido estudadas como probioticas por apresentarem efeitos anti-
inflamatdrios, como por exemplo, algumas do tipo Bifidobacterium e Lactobacillus (ISHIDA
et al., 2005). Desta maneira, 0s probioticos possuem um papel importante na saide como um
todo e na prevencéo de infecgdes (JOHNSON; KLAENHAMMER, 2014; REID et al., 2003),
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uma vez que, os metabdlitos produzidos pela fermentagdo das BL fornecem um equilibrio no
crescimento de bactérias patogénicas e benéficas do intestino, auxiliando na homeostase da
microbiota envolvida (ISHIDA et al., 2005).

Pouco tempo atras, uma nova aplicagdo comecgou a ser empregada para as bactérias
lacticas, seu uso como vetores vivos para antigenos, proteinas terapéuticas ou entrega de DNA
em superficies de mucosa (MIYOSHI et al., 2004). Deste entdo, diversos trabalhos vém sendo
realizados com esta tecnologia e dentre as principais espécies de BL utilizadas como vetores
estdo: Lactocobacillus spp. e Lactococcus spp. A espécie L. lactis é a mais caracterizada do
género, devido ao fato de ter sido a primeira bactéria lactica com o genoma completamente
sequenciado. As L. lactis sdo bactérias de facil manipulacdo genética, gram-positivas, nao
produzem endotoxinas, LPS ou qualquer outro metabdlito toéxico (BOLOTIN et al., 2001; DE
MORENO DE LEBLANC et al.,, 2015). Em virtude do desenvolvimento de diversas
tecnologias genéticas, esta espécie € uma das bactérias mais amplamente utilizada no campo
industrial de lacticinios e isso contribuiu para seu reconhecimento como GRAS. Embora ndo
sejam residentes naturais da microbiota intestinal, as L. lactis conseguem sobreviver a passagem
pelo trato gastrointestinal (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015; WEGMANN
et al., 2007).

Nos ultimos anos, trabalhos vém demonstrando a utilizacdo desta BL como um
organismo geneticamente modificado (OGM), capazes de carregar materiais de interesse como
DNA e proteinas 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 construida
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 tolerancia oral é através da ingestéo continua de proteinas.

Desta forma, com o objetivo de mimetizar os efeitos da ingestdo continua, empregou-se
0 uso de bactérias lacticas geneticamente modificadas produtoras de proteinas heterdlogas.
Assim, a sensibilizacdo com a bactéria L. lactis geneticamente construida para produzir e
secretar OVA foi capaz de induzir o aumento da producdo de IL-10, por células iTregs
especificas 8 OVA no GALT e no baco, no modelo de camundongos transgénicos DO11.10
apos desafio com injecbes de OVA (HUIBREGTSE et al., 2007; MAILLARD; SNAPPER,
2007). Do mesmo modo, no grupo de Faria e colaboradores observou-se diversos efeitos anti-

inflamatdrios com o uso da L. lactis produtora de Hsp65 em modelos experimentais de doencas
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autoimunes e inflamatdrias (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUSMAO-SILVA et al., 2020;
REZENDE et al., 2013).

1.8 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPs)

As proteinas de choque térmico, ou Heat Shock Proteins (Hsps), s&o denominadas como
um grupo de proteinas funcionais das células de todos os organismos vivos, da bactéria ao ser
humano. Predominantemente, estdo presentes no citosol, na mitocondria e no reticulo
endoplasméatico das células (GULLO; TEOH, 2004). Células que sofrem estresse pela
exposicéo a altas temperaturas, toxinas, condi¢des oxidativas e privacdo de glicose aumentam
sua expressao de Hsps (DE MAIO, 1999; GALLO etal., 2011). Em condi¢Bes normais, as Hsps
também sdo encontradas em baixas quantidades e possuem um papel essencial no
funcionamento da célula (ELLIS, 1990; LINDQUIST; CRAIG, 1988). As Hsps atuam na
manuten¢do da homeostase celular, servindo principalmente como “chaperonas”, moléculas
gue acompanham e estabilizam outras proteinas em estagios intermediarios de dobramento,
montagem e translocacédo através de membranas, bem como durante o processo de degradacéo
(BUKAU; HORWICH, 1998). Além disso, as ‘“chaperonas” intracelulares, como séo
conhecidas, atuam na reciclagem de proteinas da célula e participam das vias de sinaliza¢do da
sobrevivéncia celular (BORGES; RAMOS, 2005; MARTIN; HARTL, 1993; STETLER et al.,
2010).

As proteinas de choque térmico (Hsps) séo classificadas em familias, cujos membros
sdo denominados de acordo com seu peso molecular em kilodaltons (kDa). As mais estudadas
sdo Hsp60, Hsp70 e Hsp90 (ELLIS, 1990). Estas proteinas sdo muito bem conservadas
filogeneticamente, e por isso, sdo bastante homologas entre as espécies. Por exemplo, a Hsp60
humana e bacteriana pode apresentar homologia de até 50% entre sequéncias de aminoacidos
(JINDAL et al., 1989).

Diversos trabalhos ja demonstraram que as Hsps possuem um papel importante na
imunopatologia de doencas autoimunes (ANDROVITSANEA et al., 2021; SAMBORSKI;
GRZYMISLAWSKI, 2015; TUKAJ; KAMINSKI, 2019). Deste mesmo modo, apesar de serem
reconhecidas geralmente como proteinas citosolicas, as Hsps podem ser secretadas ou estarem
presentes nas membranas e assim sdo capazes de interagir com células do sistema imunolégico
mediando respostas imunes (SCHMITT et al., 2007). Estudos tém mostrado que Hsps, como
Hsp60, exercem importantes funcdes na apresentacdo de antigeno, ativacdo de linfocitos e
macrofagos e na maturacgéo e ativacdo de DCs (SRIVASTAVA, 2002; WALLIN et al., 2002).
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As Hsps podem ativar o sistema imune através de diversos receptores de superficie, 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 ja estdo bem estabelecidas,
sdo elas: (1) como ligante de receptores da imunidade inata, como os receptores TLR2 (ZANIN-
ZHOROQV et al.,, 2006), promovendo a inibicdo do recrutamento de células T e, por
consequéncia, diminuindo a entrada destas células no sitio inflamatério (ZANIN-ZHOROV et
al., 2003, 2005); e (2) como autoantigeno sendo reconhecido por receptores da imunidade
adaptativa (QUINTANA et al., 2008). Foi demonstrado que, ap6s a ligagdo com o TRL2, a
Hsp60 induz o aumento da producdo de IL-10 e reduz a producdo de IFN-y e TNF-a pelas
células T (ZANIN-ZHOROQV et al., 2003, 2005). Além disso, foi observado que a Hsp60 €
importante para a sobrevivéncia e funcao de células Tregs CD4"CD25"Foxp3*, como também,
promoveram a diferenciagio de células CD4*CD25 em células Tregs CD4*CD25M"9" derivadas
de pacientes com artrite idiopatica juvenil (JIA) (DE KLEER et al., 2004; VAN EDEN; VAN
DER ZEE; PRAKKEN, 2005).

Diversos trabalhos também demonstraram que a administracdo por via oral da Hsp65
derivada do Mycobacterium leprae (M. leprae), que possui similaridades a Hsp60 humana, foi
capaz de induzir a tolerancia oral e forneceu protecdo 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 antigenos
ndo especificos, capazes de induzir a diferenciacdo de células T regulatorias, tornando-se uma
alternativa relevante para o uso terapéutico da tolerancia oral em doencas inflamatérias 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 € um conjunto de doencas negligenciadas, considerada como uma das
maiores causas de doencas infecciosas no mundo. A LC é a sua forma clinica mais comum,
caracterizada pela formacédo de lesdes com bordas elevadas e fundo necrético, ocorrendo em
algumas ocasides lesdes desfigurantes e estigmatizantes. Ha uma resposta inflamatdria intensa,
porém com poucos parasitas presentes na lesdo. Apesar da presenca de citocinas inflamatérias
ser essencial na destruicdo do parasita, sua producdo exacerbada e sem regulacdo, provoca a
formacdo da lesdo. Em vista disso, faz-se necessario buscar o equilibrio entre o processo
inflamatdrio e a regulacdo da resposta imune para destruir 0 parasita e diminuir o ambiente
inflamatério causado pela infeccdo. Nesse sentido, as células Tregs e citocinas
imunomodulatérias, atuam como principais protagonistas na supressao de efeitos inflamatérios.

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

experimentais de doencas autoimunes, como EAE, artrite e diabetes, e em doencas
inflamatdrias tais como colites e alergias. A inducdo da TO promove a supressdo da resposta
inflamatéria através da acdo de células Tregs como CD4"CD25"Foxp3" e CD4'LAP™, que
secretam citocinas imunomodulatdrias como IL-10 e TGF-B (FARIA; WEINER, 2005). Visto
que, as Hsps possuem uma participacdo importante na regulacdo do sistema imune, tanto na
geracdo de células Tregs quanto na producdo de citocinas anti-inflamatorias, estas proteinas

tornam-se candidatas promissoras na inducdo de mecanismos imunoreguladores para
alternativa terapéutica de doencas autoimunes e anti-inflamatdrias.

Neste contexto, inimeros estudos demonstraram gque a administracdo por via oral de L.
lactis recombinantes produtores de Hsp65 derivada do M. leprae promoveu a prevengdo em
diferentes modelos experimentais de doencas autoimunes e inflamatorias, através da inducgéo
de TO (GOMES-SANTOS et al., 2017; GUSMAO-SILVA et al., 2020; JING et al., 2011,
REZENDE et al., 2013). Recentemente, 0 nosso grupo desenvolveu o primeiro trabalho que
mostrou o uso da TO induzida pela administracao 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 inflamatéria causada por L.
Braziliensis, utilizando tolerancia oral induzida por L. lactis recombinante.

Diante disso, com o objetivo de desenvolver uma alternativa terapéutica que induzisse
efeitos imunomodulatorios através da inducdo de TO e diminuisse os efeitos inflamatdrios
causados pela infeccdo 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 HIPOTESE

A tolerancia oral induzida pela administragdo de Lactococcus lactis recombinante
produtora da proteina Hsp65 obtida de Mycobacterium leprae apds a infeccdo modula a

inflamacdo causada por Leishmania braziliensis sem interferir na imunidade antiparasitaria.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial terapéutico da administrag@o oral de L. lactis produtora de Hsp65,
como tratamento imunomodulador em modelo experimental de leishmaniose cutdnea em

camundongos BALB/c.

2.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar se o tratamento oral com L. lactis expressando Hsp65, administrado 4 semanas
apos a infeccdo, diminui a inflamacgdo causada pela infec¢do por L. braziliensis no
tamanho e na carga parasitaria da lesao em camundongos BALB/c.

e Auvaliar se o tratamento oral com L. lactis produtora de Hsp65 ap06s a infecgdo por L.
braziliensis interfere:

o Na produgdo de citocinas inflamatorias e imunomodulatérias pelos linfonodos
drenantes da leséo;

o Na expressdo de celulas Tregs envolvidas na inducdo de tolerancia oral nos
linfonodos drenantes da leséo;

o Nainflamagéo causada pela infeccdo por L. braziliensis.
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Figura 5 - Desenho experimental dos estudos in vivo.
Fonte: Elaborado pela autora
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

De acordo com a submissdo e aprovacdo do projeto no Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA - Instituto Gongalo Moniz/Fiocruz-BA), protocolo CEUA N°003/2019, foram
utilizados camundongos fémeas 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 n° 3 de repeti¢cGes. Os animais foram provenientes
do Biotério do Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz/Bahia), onde foram mantidos a temperatura
ambiente, com racdo comercial apropriada e dgua ad libitum em microisoladores apropriados

para criacéo.

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 pg/mL) a 24 °C por aproximadamente 5 dias até que atingissem a fase
estacionaria de crescimento (promastigotas metacilicas). O crescimento da cultura foi
acompanhado através da contagem de nameros de parasitas por mL utilizando a camara de
Neubauer, observando-se o crescimento exponencial até a fase estacionéria. Para garantir a
viruléncia nos experimentos de infeccdo em animais, foram utilizados parasitas até a 52

passagem.

4.3 INFECCAO EXPERIMENTAL

Ao chegar a fase estacionaria, os parasitas em sua forma promastigota metaciclica foram
submetidos ao método de purificagdo mediado pela aglutinacdo de lectina (Bauhinia purpure)
como descrito em trabalho prévio (PINTO-DA-SILVA et al., 2002). Assim, foram obtidas
promastigotas metaciclicas com populacdes mais homogéneas, tornando a infeccédo
experimental mais proxima da condicdo de infecgdo natural. Os animais foram, entdo,

desafiados na orelha esquerda por via intradérmica (i.d) utilizando seringa com agulha fixa 30G
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de 1 mL, com uma concentragdo de 5x10° de parasitas promastigotas metaciclicas purificadas
de L. braziliensis com o volume final por animal de 10 pL de salina 0,9% estéril. A espessura
das lesdes na orelha foi mensurada semanalmente, utilizando um paquimetro digital (Thomas
Scientific, EUA).

4.4 OBTENCAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS E ACONDICONAMENTO
MICROBIOLOGICO

As linhagens da bactéria L. lactis utilizadas neste trabalho estdo 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 pg/mL do antibidtico cloranfenicol (Sigma)
foi adicionado aos meios GM17 ou XM17. As bactérias foram crescidas a 30°C sem agitacao.
Para fins de armazenamento, as linhagens de L. lactis foram cultivadas como descrito
anteriormente e, em seguida, foram diluidas (4:1) em uma solugdo estéril de glicerol 80% e

acondicionadas no freezer -80°C.

Tabela 1 - Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho.
Espécie bacteriana Linhagem utilizada Fonte

L. lactis NCDO2118 L. lactis subsp. Lactis selvagem Laboratério de Genética Celular e
Molecular (LGCM) da Universidade

Federal de Minas Gerais

L. lactis pSEC: HSP65 L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de  Rocha, 2007
expressdo pXyIT:SEC:HSP65/Cmr com a
sequéncia codificadora do peptideo sinal
da proteina Usp45 (SPUsp) de L. lactis
fusionada a ORF HSP65 de M. leprae sob
o controle do promotor PxyIT

Fonte: Elaborado pela autora

A representacdo dos vetores de expressdo de L. lactis produtor de Hsp65 esta ilustrado
na Figura 6. Para confirmar a expressao 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 solucdes 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 agua pura. Em uma capela de fluxo laminar para condicdes
de esterilidade, a solucéo foi filtrada utilizando filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada
e posteriormente acondicionada a 4°C.

Xilose (25% p/v): 25 g de Xilose foram dissolvidas em 100 mL de agua ultrapura. Em
uma capela de fluxo laminar para condicOes de esterilidade, a solucdo foi filtrada
utilizando filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada e prontamente acondicionada a -20°C.
Cloranfenicol (10ug/mL): 100 mg de cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10
mL de alcool etilico PA (Merck). Em uma capela de fluxo laminar para condicdes de
esterilidade, a solucéo foi filtrada utilizando filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada e
em seguida acondicionada a -20°C.

Meio M17 liquido: 37,5 g de M17 foram pesados em balanca analitica, e em seguida
dissolvidos em 950 mL de &gua ultrapura. A solugdo foi homogeneizada utilizando um
agitador magnético, e o pH foi ajustado para 6,9. Posteriormente o meio foi autoclavado
durante 15 minutos a 120°C.

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

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

Glicerol (80%): 80 mL de glicerol foram dissolvidos em 100 mL de &gua pura. Em
seguida a solucdo foi autoclavada a 120°C por 15 minutos, aliquotada, e armazenada a
4°C.
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Eco RI (4871)
repC

rHSP65

| pXyIT:SEC:hsp65 -,
\ 4903 bp

Pxyit

Cm": Resisténcia ao antibiotico cloranfenicol

ORF: Sequéncia de leitura aberta — do inglés “Open Reading frame”

Figura 6 - Representacéo dos vetores de expressdo pXylT:SEC:Hsp65. PxyIT: Promotor induzido por
xilose. RBS: Sitio de ligagdo do ribossomo da sequéncia codificadora da proteina Usp45 de L. lactis. PS:
Peptideo sinal da proteina Usp45. Nsil e EcoRI: Sitio para as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI. rHSP65:
ORF HSP65 de M. leprae. repA e repC: Origens de replicacdo. Cm: Gene que confere resisténcia ao
cloranfenicol.

Fonte: (AZEVEDO, 2009).

4.5 INDUCAO DA EXPRESSAO GENICA DA CEPA LACTOCOCCUS LACTIS
RECOMBINANTE

Para a indugdo da expressdo da proteina de interesse pela bactéria sdo necessarios dois
processos consecutivos e dependentes que correspondem ao preparo do (1) in6culo, para
estimular a proliferacdo bacteriana e (2) o induzido, no qual ocorre a inducdo da expressdo da
proteina de interesse pela bactéria geneticamente modificada pelo sistema de expressdo
induzida por xilose (XIES) (MYOSHI et al., 2004).

e Dia 1 (In6culo): Uma Unica cultura isolada de cada uma das linhagens da bactéria L.
lactis: expressando a proteina Hsp65 recombinante (L. lactis pSEC:HSP65) e da
bactéria contendo o plasmideo vazio (L. lactis NCD0O2118), sem a presenga do gene
que expressa a proteina Hsp65 (10 pL) foram inseridas individualmente em 5 mL de

meio GM17 suplementando com cloranfenicol na concentragdo de 10 mg/mL. Os
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indculos sd@o mantidos na estufa 30°C por 24 horas, sem agitacdo. O preparado dos
indculos sempre ocorreu no horario entre 16 e 18:00 horas em condi¢des de esterilidade.

e Dia 2 (Induzido): As culturas isoladas crescidas durante a noite, contendo as linhagens
da bactéria L. lactis NCDO2118 e L. lactis pSEC:HSP65 foram diluidas (1:10.0000) em
meio GM17 (controle negativo da indugdo) e em meio XM17 (meio GM17 acrescido
com xilose) em volume determinado em fungdo da quantidade de animais a serem
tratados, sabendo-se que cada animal ingere em média 5 mL de liquido por dia (7
mg/mL de Hsp65). Posteriormente, os induzidos foram incubados na estufa a 30°C por
mais 18 horas, sem agitacdo. A indugdo também foi realizada sempre no horario entre
16 e 18:00 horas em condicdes de esterilidade.

e Dia 3-6 (Administracdo do tratamento oral): Apds 4 semanas de infec¢cdo, 0 acesso
a agua foi interrompido durante 4 dias e foi disponibilizado aos animais, para beber,
apenas 0 meio GM17 inoculado com L. lactis portador do plasmideo vazio ou meio
XM17 inoculado com L. lactis produtora de Hsp65 derivada do M. leprae apds a etapa

de inducéo.

4.6ADMINISTRACAO POR VIA ORAL DO TRATAMENTO E GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Camundongos BALB/c fémeas apds 4 semanas de infeccdo causada por L. braziliensis
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais distintos. Os animais
receberam por via oral agua ou as diferentes culturas das bactérias de L. lactis considerando-se
que a média de consumo liquido é em torno de 5 mL/dia por animal. A administracdo por via
oral do tratamento com L. lactis produtor ou ndo de Hps65 foi realizado durante 4 dias
consecutivos utilizando mamadeiras estéreis trocadas a cada 24 horas, seguindo o protocolo ja
estabelecido em Gomes-Santos et al. (2017), Rezende et al. (2013), Gusméo et al. (2020) e
Guerra et al. (2021).

Os experimentos foram repetidos 3 vezes, sendo que em cada um deles, os animais
foram distribuidos em 3 grupos de 5 a 10 animais cada, conforme detalhado abaixo:

e Grupo Lb: Camundongos BALB/c fémeas infectados com L. braziliensis que
receberam apenas agua durante a administracdo por via oral do tratamento com L. lactis

recombinante.
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e Grupo Lb/@ (Vazio): Camundongos BALB/c fémeas infectados com L. braziliensis
administrados com a bactéria L. lactis com o plasmideo vazio ap6s 4 semanas de
infeccdo.

e Grupo Lb/Hsp: Camundongos BALB/c fémeas infectados com L. braziliensis
administrados com a bacteéria L. lactis produtora da proteina recombinante Hsp65 apds
4 semanas de infecgao.

4.7 DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA

Os animais foram submetidos a eutanésia apos 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infec¢do para
a coleta das orelhas infectadas e dos linfonodos drenantes da lesdo. Os 6rgaos foram removidos
com o auxilio de materiais cirdrgicos estéreis previamente autoclavados.

Apo6s a remocao em condigdes de esterilidade, os 6rgdos 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 40pum e o fundo do émbolo da seringa
(3 ou 5 mL) e posteriormente centrifugados a 1500 rpm, a 4°C por 10 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL de RPMI suplementado com HEPES e diluido de forma seriada em
uma placa de 96 pocos fundo chato contendo meio Schneider completo [10% de soro bovino
fetal + estreptomicina (100 mg/mL)]. As placas foram vedadas e incubadas a 24°C durante 15
dias.

A determinacdo da carga parasitaria foi realizada pelo ensaio de diluicdo limitante
descrito previamente em Belkaid et al. (1996, 2000 e 2002). A analise foi feita pela observacédo
dos pocos através do microscopio dptico invertido com aumento 20X (Nikkon) para apontar as

diluicBes que possuiam parasitas.

4.8 CULTURA DE CELULAS

As culturas foram realizadas com as células obtidas dos linfonodos drenantes da leséo
dos animais infectados tratados ou ndo. Os animais foram eutanasiados em 6, 7, 8, 9 e 10
semanas apos infeccéo e os linfonodos foram coletados, macerados em 1 mL de RPMI completo
utilizando um “cell strainer” (40 um) e, posteriormente, centrifugados a 1500 rpm a 4°C por
10 minutos. Apb6s a centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de RPMI
suplementado com HEPES (25 mM) (Sigma, St. Louis, Missouri).
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A concentragdo celular foi determinada pelo método de exclusdo utilizando azul de
trypan (10 L suspensdo de células + 45 uL trypan + 45 pL salina) e a contagem das células
foi feita com o auxilio de uma camara de Neubauer no microscopio 6ptico. Apds a contagem,
as células foram ajustadas para a concentracido de 1 x 10° células por mL em RPMI
suplementado e adicionadas em placas de fundo chato (96 pocos).

As células foram cultivadas em trés diferentes condicGes: (1) sem nenhum estimulo,
apenas em meio RPMI suplementado (controle negativo); (2) adicionado 5 pg/mL de
Concavalina A (Sigma-Aldrich, EUA) (controle positivo) e (3) re-estimulo com promastigotas
metaciclicas de L. braziliensis na concentracdo de 5 x 10° parasitas/mL (proporcdo de 5
parasitas: 1 célula). Apos 48 ou 72 horas de incubacdo na estufa a 37°C, 5% CO2 0s
sobrenadantes das culturas foram coletados ap6s centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos a

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

4.9 DOSAGEM DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS

Os niveis das citocinas IL-10, IFN-y, TGF-B e IL-4 foram mensurados através do ensaio
de ELISA dos sobrenadantes das culturas de células obtidas dos linfonodos drenantes da leséo.
Para isso, foram utilizados anticorpos monoclonais anti-IL10 (BD), anti-IFN-y (BD), anti-TGF-
B (Invitrogen) e anti-IL-4 (BD) murinos, de acordo com as instruc@es do fabricante.

Inicialmente as placas de 96 pogos de fundo chato (Nunc) foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura anti-citocina na concentracdo determinada pelo kit. Apds o periodo de
incubacdo (overnight) a 4° C, os pocos sensibilizados foram lavados com PBS contendo 0,05%
de Tween 20. Prontamente, os sitios de unido inespecifica foram bloqueados com o diluente
determinado pelo kit (PBS 1X + 10% SBF) por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Apds
lavagem, as amostras e os padrdes foram adicionados aos respectivos pocos e incubados por 2
horas a TA.

Para o teste de TGF-f, as amostras foram ativadas com a acidificacdo (HCI 1M) seguida
da neutralizacdo (NaOH 5M) em placas separadas, como descrito pelo fabricante. Apoés
lavagem, o anticorpo de deteccdo conjugado com a enzima estreptavidina foi adicionado aos
pocos e a placa foi incubada por mais 1 hora a TA. No caso do TGF-p, a enzima estreptavidina
foi incubada por 1 hora a TA ap6s o anticorpo de deteccéao, seguindo o protocolo do fabricante
do kit. Em seguida, apos a ultima lavagem, a placa foi incubada com o substrato

tetrametilbenzidina (TMB) por 15 minutos, protegida da luz. A reacdo foi finalizada com &cido
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sulfarico (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 detec¢édo de cada citocina foram 32-4000 pg/mL para IL-10; 15-
2000 pg/mL para IFN-vy; 8-1000 pg/mL para TGF- e 4-500 pg/mL para IL-4.

4.10 ANALISE DA CITOMETRIA DE FLUXO E ESTRATEGIA DE GATING

Para a marcacdo superficial, as culturas das células derivadas dos linfonodos drenantes
(1 x 108 células/pogo) foram lavadas com 100 pL/pogo de Tampdo FACS (PBS + 1% de SBF)
e centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
as células foram marcadas com o mix de anticorpos monoclonais anti-marcadores fenotipicos:
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 4° C no escuro. Posteriormente, as células
foram lavadas, permeabilizadas e fixadas com Cytofix/Cytoperm (BD) durante 20 minutos.

Para a marcacdo intracelular, as células foram marcadas com o anticorpo anti-Foxp3
(FJK-16s) durante 1 hora a 4°C, protegido da luz. Os anticorpos com seus respectivos

flubrocromos e suas marcacdes estao listados abaixo na Tabela 2.

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

Marcador Flu6érocromos 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: FIK-16s PE Invitrogen

Fonte: Elaborado pela autora

A analise dos dados da citometria de fluxo foi realizada no programa Flow Jo.
Inicialmente, a regido de linfocitos foi delimitada por tamanho e granulosidade (FSC-A x SSC-
A). Dentro dessa regido, selecionamos as células vivas, ou seja, as que ndo foram marcadas
com o anticorpo Live/Dead, e destas foram selecionados os linfocitos CD4". A populagdo
positiva para outros marcadores (LAP*, CD25", Foxp3™) foi determinada dentro da populagdo
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CD4" (regido duplo positiva). Os Dot plots representativos das estratégias de gating da analise

estdo ilustrados a seguir (Figura 7).
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Figura 7 - Dot plots das estratégias de gating para a analise das populagdes de células T regulatorias por citometria
de fluxo.
Fonte: Elaborado pela autora

4.11 ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

As orelhas infectadas foram removidas apds a eutanasia dos animais nos tempos de 6,
7, 8, 9 e 10 semanas apo6s infeccdo. Apos fixagdo em paraformaldeido, as amostras foram
processadas e embebidas em parafina para a confeccéo de cortes histolégicos com secgdes de
5 um de espessura, que foram corados com hematoxilina e eosina e posteriormente analisados
por microscopia Optica. Cada parametro foi avaliado segundo presenga ou auséncia do evento
atraves de escores: 0 (auséncia), 1 (presenca de 1-25%), 2 (presenca de 25-50%) e 3 (>50%).

A analise dos parametros histopatoldgicos foi feita levando-se em conta os escores de
cada animal. Vale ressaltar que, 0s escores dos parametros analisados de cada animal foi
corrigido em relacéo aos respectivos escores da intensidade da inflamacéo (por exemplo: Escore
da presenca de macrdéfagos X Escore da intensidade de inflamacdo = Escore da presenca de

macrdfagos corrigido). Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Nossos dados foram submetidos ao teste de normalidade D’Agostino-Pearson para
verificar a distribuicdo dos dados. Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do
software GraphPad Prism v.8 (San Diego, CA, EUA). Para comparar dados paramétricos entre
grupos, One-Way, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com o pos-teste de Tukey,
enquanto Kruskal-Wallis com o pds-teste de Dunn foi empregado para dados ndo paramétricos.

A carga da doenca foi calculada como a area sob as curvas (AUC). AUC foi calculada
usando dados da mensuracdo da espessura da orelha e carga parasitaria em cada grupo. Os
valores de AUC foram entdo comparados usando Kruskal-Wallis com o pds-teste de Dunns. Os
resultados foram apresentados como médias + desvio padrdao (DP) ou medianas e intervalo

interquartil (1Q). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1CINETICA DO DESENVOLVIMENTO DAS LESOES DE CAMUNDONGOS BALB/C
TRATADOS POR VIA ORAL COM L. LACTIS PRODUTOR DE HSP65 APOS A
INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Com o propdsito de avaliar os potenciais efeitos imunomodulatérios do tratamento por
via oral com L. lactis produtor de Hsp65 no desenvolvimento das lesfes causadas pela infeccao
por L. braziliensis, a espessura da lesdo foi mensurada semanalmente com auxilio de um
paquimetro analdgico. Ao longo da infecgdo, os animais desenvolveram lesdes semelhantes a
uma infecgdo natural, caracterizada pela formacdo de uma lesdo Unica, bem limitada, ulcerada
com bordas elevadas e fundo necrético. Na quarta semana apos a infeccdo, foi realizada a
administracao por via oral de L. lactis produtor de Hsp65, quando ocorreu o inicio da formacéo
das lesdes no sitio de inoculacdo em todos os animais dos grupos experimentais. A partir da
décima semana, as lesbes 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 lesdes menores por todo o periodo ap6s o tratamento. Nos pontos de 5, 8, 9 e
10 semanas poés-infeccdo, o0s animais tratados com Hsp65 apresentaram lesdes
significativamente menores comparados com o0s outros grupos (Figura 8A). Além disso, esta
reducdo significativa foi observada também na area sob a curva (AUC) da espessura da leséo
do grupo Lb/Hsp em comparacao aos grupos controles Lb e Lb/@ (Figura 8B).
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Figura 8 - Cinética do desenvolvimento das lesdes cutdneas em camundongos BALB/c administrados com
L. lactis produtor de Hsp65 apos a infeccdo por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram desafiados na
orelha esquerda com 5 x 10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis por via intradérmica. Quatro semanas
apos infeccdo, os animais foram administrados por via oral durante 4 dias consecutivos com L. lactis produtor de
Hsp65 ou contendo o plasmideo vazio ou 4gua. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis
e que receberam é&gua durante os 4 dias do tratamento; Lb/@: animais infectados com L. braziliensis e com 4
semanas apds infeccdo receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmideo vazio;
Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas ap6s infeccdo receberam durante 4 dias
consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. A espessura das lesdes foi acompanhada semanalmente e
mensurada com um paquimetro digital. (A) Cinética da espessura da lesdo dos animais dos grupos Lb, Lb/@ e
Lb/Hsp. Os dados representam as médias e + desvio padrdo (DP) de cada grupo e foi utilizado o teste de variancia
One-Way ANOVA para compara¢io de mais de dois grupos. (B) Area sob a curva da espessura da lesdo foi feita
com os dados das medidas das lesGes de cada grupo. Os dados representam a mediana e o intervalo interquartil de
cada grupo. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes utilizando 5 animais em cada. Foi
utilizado o teste de Kruskal Wallis com pés-teste de Dunns. Foi atribuido * para valores de P<0,05 entre 0s grupos
Lb e Lb/Hsp em 5 e 8 semanas ap0s infec¢do; e ** para P<0.001 entre os grupos Lb/@ e Lb/Hsp em 9 e 10 semanas
apos infeccao.

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 ANALISE DA CARGA PARASITARIA NO SITIO DA INFECCAO (ORELHA) E NOS
LINFONODOS DRENANTES DA LESAO DE CAMUNDONGOS BALB/C
TRATADOS APOS A INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Com o intuito de investigar se o tratamento por via oral com L. lactis recombinante
produtor de Hsp65 interferiu na imunidade parasitaria contra a infeccdo por L. braziliensis, as
orelhas e os linfonodos drenantes da lesdo foram coletados em 6, 7, 8, 9 e 10 semanas apds
infeccdo para a quantificacdo da carga parasitéaria. O tratamento via oral com Hsp65 promoveu
uma diminuicdo no numero de parasitas na orelha em 6, 7, 8 e 9 semanas apos infecgdo, em
comparagdo aos animais apenas infectados (grupo Lb) (Figura 9A).

Similarmente, foi observado uma reducdo na carga parasitaria dos linfonodos drenantes
da lesdo nos animais do grupo Lb/Hsp, de forma que, nos pontos de 6 e 8 semanas pos-infecgdo
estes animais obtiveram uma diferenca significativa quando comparados aos outros grupos
experimentais (Figura 9A). Quando foi avaliado a &rea sob a curva da cinética da carga

parasitaria na orelha, o grupo Lb/Hsp apresentou uma &rea significativamente menor em relagéo
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aos animais do grupo Lb/@. Na anélise do linfonodo drenante, o grupo Lb/Hsp demonstrou uma
area menor quando comparado ao grupo Lb (Figura 9B).

Por outro lado, os animais dos grupos Lb e Lb/@ apresentaram maiores nimeros de
parasitos na orelha com 6 semanas de infecgdo, e posteriormente foi observado uma reducdo
gradual da carga parasitaria destes grupos até 10 semanas ap6s infecgdo. Paralelamente, quando
os linfonodos drenantes foram avaliados foi observada um padrdo constante no nimero de
parasitas durante todo o periodo acompanhado nos animais que ndo foram administrados com
Hsp65 (Figura 9A). Na décima semana pos-infeccdo, os animais dos grupos Lb e Lb/@
apresentaram poucos parasitas nos sitios da infeccdo (orelhas e linfonodos drenantes), mas
exibiram lesdes maiores do que os animais tratados com Hsp65 (Figura 9A), mostrando que a
espessura da lesdo esta diretamente ligada a resposta inflamatoria contra infeccdo e ndo a
presenca do parasita. Portanto, nossos dados demonstraram que o tratamento por via oral com
L. lactis produtor de Hsp65 ndo interferiu na imunidade parasitaria, promovendo reducdo e

controle da carga parasitaria nos sitios da infeccéo.
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Figura 9 - Cinética da carga parasitaria da orelha e do linfonodo drenante da lesdo de camundongos BALB/c
administrados por via oral com L. lactis produtor de Hsp65 ap0s a infec¢do por L. braziliensis. Camundongos
BALB/c foram infectados na orelha esquerda por via intradérmica com promastigotas metaciclicas purificadas de
L. braziliensis. Apés completarem 4 semanas de infecgéo, os animais receberam por via oral o tratamento com L.
lactis produtor de Hsp65 ou com o plasmideo vazio ou dgua. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com
L. braziliensis e que receberam &gua durante os 4 dias do tratamento; Lb/@: animais infectados com L. braziliensis
e com 4 semanas apds infecgdo receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmideo
vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas apds infeccdo receberam durante 4 dias
consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas pos-infecgdo, os
animais foram eutanasiados e as orelhas e linfonodos drenantes da lesdo foram coletados para quantificacdo da
carga parasitaria por diluicdo limitante. (A) Cinética da carga parasitéria da orelha (painel superior) e do linfonodo
drenante (painel inferior). (B) Area sob a curva da carga parasitaria dos sitios de infecgdo. O nimero de parasitas
estd representado pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes utilizando 5 animais em cada. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunns. Foi atribuido * para valores de P<0,05 entre os grupos Lb e Lb/Hsp nos
pontos 6, 8 e 9 semanas pés-infecgcdo; e ** para P<0.001 entre os grupos Lb e Lb/Hsp em 6 e 7 semanas de
infeccéo.

Fonte: Elaborado pela autora

5.3AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS IFN-y, IL-10, TGF-B E IL-4 PELAS
CELULAS DO LINFONODO DRENANTE DE CAMUNDONGOS BALB/C
TRATADOS COM HSP65 APOS A INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Com o objetivo de avaliar o perfil da resposta imune ap0s o tratamento por via oral com
L. lactis produtor de Hsp65, foi realizada a quantificagcdo da producéo de citocinas inflamatdrias
e anti-inflamatodrias nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas apos infec¢do. A producdo das

citocinas foi realizada por ELISA, utilizando a cultura de células do linfonodo drenante da leséo
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reestimulada com promastigotas metaciclicas de L. braziliensis. Os resultados mostraram que
0s animais tratados com L. lactis produtor de Hsp65 aumentaram significativamente a producédo
de IL-10 a partir da 8 semana apo6s infeccdo, quando comparados aos animais dos grupos Lb e
Lb/@ (Figura 10A — painel esquerdo).

Em relacdo a produgdo de IFN-y, os animais do grupo Lb/Hsp apresentaram uma
reducdo com 6 semanas pos-infeccdo, no entanto a partir da 8% semana foi observado um
aumento na producdo desta citocina em comparacao aos outros grupos acompanhados (Figura
10A — painel direito). A producdo de TGF-B e IL-14 foram determinadas, porém nao foram
observadas diferencas entre os grupos (dados ndo mostrados). Também foi observado que a
maioria das concentrag@es das citocinas produzidas pelos grupos Lb e Lb/@ foram similares,
evidenciando que a administracdo de L. lactis com o plasmideo vazio nédo foi capaz de alterar
o perfil da producéo de citocinas neste estudo.

Diante disso, os dados sugerem que a reducdo na produgdo de IFN-y nos animais
tratados com Hsp65 no inicio da infeccao forneceu protecao contra o dano tecidual, evidenciado
no desenvolvimento de lesdes menores deste grupo (Figura 10A), e 0 aumento da producao das
citocinas IL-10 e IFN-y ao decorrer da infec¢do promoveu uma manutengdo desta protegdo e
no controle da carga parasitaria nos animais que receberam L. lactis produtor de Hps65.

A fim de identificar qual era a citocina predominante sendo produzida em cada tempo
pos infeccdo, foi analisado a razdo da producdo entre as citocinas IL-10/IFN-y. O grupo Lb/Hsp
apresentou uma producdo maior de I1L-10 em relacdo a IFN-y com 6 semanas pos-infeccao,
apesar de ndo existir diferenca estatisticamente significativa com os outros grupos (Figura 10B).
Ao decorrer da infeccdo, a razdo da producdo entre as citocinas IL-10/IFN-y ndo mostrou
nenhuma diferenca nos animais tratados com Hsp65, no entanto o grupo Lb parece aumentar
sua producdo de IL-10 em relagdo a IFN-y com 102 semana pos-infeccdo (Figura 10B).

Dessa forma, os dados sugerem que h& uma possivel imunomodulagéo consequente do
balanco da produg&o entre as citocinas pro- e anti-inflamatdrias, que se mostrou importante para

0 controle e prote¢édo contra o dano tecidual e a carga parasitaria no grupo tratado com Hsp65.
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Figura 10 - Cinética da producéo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias e a razdo da producéo IL/-10/IFN-y das
células do linfonodo drenante da lesdo de camundongos BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hps65
apos a infecgdo por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram desafiados na orelha esquerda via intradérmica
com promastigotas metaciclicas de L. braziliensis na fase estacionaria. Com 4 semanas de infeccdo, os animais
foram administrados por via oral com &gua, L. lactis com plasmideo vazio ou produtor de Hsp65. Grupos
experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam agua durante os 4 dias do tratamento;
Lb/@: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas apds infeccdo receberam durante 4 dias
consecutivos por via oral L. lactis com o plasmideo vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com
4 semanas apos infeccdo receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Apos 6,
7, 8, 9 e 10 semanas de infec¢do, a eutanasia dos animais foi realizada e os linfonodos drenantes da lesdo foram
coletados para serem macerados. As células obtidas dos linfonodos drenantes foram cultivadas e reestimuladas in
vitro com promastigotas metaciclicas 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 producéo das citocinas IL-10 (painel direito) e IFN-y (painel esquerdo). (B) Razdo da produgio de IL-10/IFN-
v. Os dados estdo representados pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados sdo representativos
de trés experimentos independentes utilizando 10 animais em cada. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns. Foi atribuido * para valores de P<0,05 entre os grupos Lb e
Lb/Hsp em 6 e 8 semanas pés-infeccdo e Lb/@ e Lb/Hsp em 6, 9 e 10 semanas pés-infecgdo; ** para P<0.001
entre 0s grupos Lb e Lb/Hsp em 7, 8 e 10 semanas de infec¢do e Lb/@ e Lb/Hsp em 8 semanas de infeccéo.
Fonte: Elaborado pela autora

5.4 AVALIACAO DA FREQUENCIA DE CELULAS T REGULADORAS NAS
CULTURAS DE CELULAS DOS LINFONODOS DRENANTES DA LESAO DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM L. LACTIS-HSP65 APOS A INFECCAO

Com o objetivo de se avaliar se o tratamento por via oral com L. lactis produtor de
Hsp65 alterou a frequéncia de células Tregs, foi analisado ex vivo as células T dos linfonodos

drenantes da lesdo por citometria de fluxo. Com 6, 7 e 8 semanas pos-infeccdo, 0s animais
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tratados com Hsp65 apresentaram uma frequéncia maior de células T CD4"LAP* quando

comparados com os animais dos grupos Lb/@ e Lb (Figura 11).
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Figura 11 - Frequéncia das células T regulatorias CD4*LAP* e CD4*CD25"Foxp3* no linfonodo drenante da les&o
de camundongos BALB/c administrados com L. lactis produtor de Hsp65 apds a infec¢do por L. braziliensis. A
infeccdo foi realizada na orelha esquerda de camundongos BALB/c por via intradérmica com 5x10° de
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis na fase estacionaria. Apds 4 semanas de infeccdo, 0s animais
receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o plasmideo vazio, ou produtor de Hsp65 ou agua durante
4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam é&gua
durante os 4 dias do tratamento; Lb/@: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas ap6s infecgédo
receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmideo vazio; Lb/Hsp: animais infectados
com L. braziliensis e com 4 semanas apds infeccdo 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 pds-infeccdo e os
linfonodos drenantes da lesdo foram coletados para analise ex vivo. As células do linfonodo drenante foram
isoladas, marcadas e posteriormente adquiridas no citdmetro de fluxo. Frequéncia das células T regulatorias
CD4*LAP* e CD4*CD25*Foxp3* no linfonodo drenante da lesdo em diferentes tempos pos-infecgdo. Os dados
estdo representados pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes utilizando 10 animais em cada. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns. Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001.

Fonte: Elaborado pela autora

Com 9 e 10 semanas pos-infecgdo, ndo foi possivel observar diferencas significativas
entre as frequéncias das células T CD4"LAP" provenientes dos linfonodos drenantes. Da

mesma forma, foi observado uma frequéncia maior de células T CD4" CD25" Foxp3* nos
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animais do grupo Lb/Hsp com 7 semanas pos-infeccdo (Figura 11). Nos pontos de 6, 8, 9 e 10
semanas pds-infeccdo, a frequéncia das células T CD4* CD25" Foxp3" ndo apresentou

diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.

5.5ANALISE MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DAS LESOES DE
CAMUNDONGOS BALB/C TRATADOS COM HSP65 APOS A INFECCAO

Para avaliar se o tratamento oral pds-infeccdo com L. lactis produtora de Hsp65 era
capaz de promover a diminuicao da inflamacédo causada pela infeccdo por L. braziliensis, foi
acompanhado o desenvolvimento das lesdes cutaneas nas orelhas dos camundongos infectados
tratados ou ndo com L. lactis recombinante. Os animais do grupo Lb/Hsp apresentaram uma
resposta inflamatdria menos intensa, com a auséncia da formacdo de Ulceras na maioria dos
animais quando comparados aos outros grupos. Esta diminuicdo da resposta inflamatoria, foi
observada ap06s 6 semanas de infeccdo e persistiu em todos os pontos de infeccdo até a 102

semana (Figura 12).

12

Semanas pos-infecgao

Lb/@

Figura 12 - Desenvolvimento das lesGes causadas pela infeccéo por L. braziliensis em camundongos BALB/c
tratados com Hsp65. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha esquerda via intradérmica com 5 x 10°
de promastigotas metaciclicas de L. braziliensis na fase estacionaria. Ap6s 4 semanas de infec¢do, os animais
receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o plasmideo vazio, ou produtor de Hsp65 ou agua durante
4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais infectados com L. braziliensis e que receberam &gua
durante os 4 dias do tratamento; Lb/@: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas ap6s infec¢do
receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis com o plasmideo vazio; Lb/Hsp: animais infectados
com L. braziliensis e com 4 semanas apds infeccdo receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis
produtor de Hsp65. As lesdes foram fotografadas com 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infeccdo para analise
macroscopica. As fotos sdo representativas de trés 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/@ apresentaram uma resposta
intensa com lesdes ulceradas com bordas elevadas ap6s 6 semanas de infeccdo (Figura 12).
Diante desta observacao, nossos dados demonstraram que a administracdo por via oral de L.
lactis recombinante foi capaz de diminuir a inflamag&o nas lesGes de animais tratados com
Hsp65 a partir de uma anélise macroscopica (Figura 12).

Posteriormente, foi analisado o escore inflamatério das lesdes nas orelhas dos
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis tratados ou ndo com L. lactis produtora
de Hsp65. A andlise histopatoldgica foi realizada através de cortes histologicos das orelhas
coletadas nos pontos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas apos infeccdo. Os principais parametros
utilizados na analise foram: intensidade da inflamacdo, presenca de macrofagos, células
polimorfonucleares e células epitelidides. Em relacdo a intensidade da inflamacéo, os animais
do grupo Lb/Hsp apresentou uma possivel diminui¢do na inflamacéo ao decorrer das semanas
apos infecgdo, em comparagdo ao grupo Lb, apesar de ndo haver diferencas significativas entre
os grupos (Figura 13). Este mesmo perfil, foi observado na presenca de macréfagos e células
polimorfonucleares, nos quais o grupo Lb/Hsp evidenciou, supostamente, uma pequena
reducdo na presenca destas células no sitio da infeccdo, em relagcdo aos animais do grupo Lb
(Figura 13). Nao foi possivel observar nenhuma diferenca significativa entre os grupos

experimentais ao que concerne a presenca de células epitelidides.
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Figura 13 - Escore inflamatdrio e analise histopatoldgica das lesdes 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 10° de promastigotas metaciclicas de L. braziliensis na fase
estacionaria. Com 4 semanas de infecgdo, os animais receberam o tratamento por via oral com L. lactis com o
plasmideo vazio, ou produtor de Hsp65 ou agua durante 4 dias consecutivos. Grupos experimentais: Lb: animais
infectados com L. braziliensis e que receberam 4gua durante os 4 dias do tratamento; Lb/@: animais infectados
com L. braziliensis e com 4 semanas ap0s infeccdo receberam durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis
com o plasmideo vazio; Lb/Hsp: animais infectados com L. braziliensis e com 4 semanas apds infeccdo receberam
durante 4 dias consecutivos por via oral L. lactis produtor de Hsp65. Apés de 6, 7, 8 e 9 semanas de infeccdo, 0s
animais foram eutanasiados, as orelhas foram retiradas e processadas para a confeccdo de laminas, que
posteriormente foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia dtica. Os seguintes
pardmetros foram analisados: intensidade da inflamacdo, densidade da inflamacdo, ulceracdo, macréfagos,
neutroéfilos, linfécitos, eosindfilos, plasmocitos, mastdcitos, células epitelidides, estrutura granulomatoide,
agregados macrofagicos e vacuolos parasitoforos. Os parametros que tiveram maior relevancia estdo representados
nesta figura. Cada parametro foi avaliado segundo presencga ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia),
1 (presenca de 1-25%), 2 (presenca de 25-50%) e 3 (>50%). A andlise dos parametros histopatologicos foi feita
levando-se em conta os escores de cada animal. Foi realizado a correcdo dos escores dos parametros da presenca
de macroéfagos, células polimorfonucleares e células epitelidides em relacéo ao escore da intensidade da inflamagéo
respectivo de cada animal. Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo e apresentaram
score 0 para todos os parametros analisados. (A) Cinética do escore inflamatério dos pardmetros histopatolégicos
analisados. Os dados estdo representados pela mediana de cada grupo em cada tempo de eutanasia. (B) Cortes
histol6gicos representativos de cada animal por grupo nos tempos de 6, 7, 8, 9 e 10 semanas de infecgdo (20X).
As linhas pretas no cantor inferior das imagens representam a espessura do corte histolégico (100 um).

Fonte: Elaborado pela autora
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Considerando todos estes dados, os animais que receberam a administracéo oral de L.
lactis produtora de Hsp65 apds a infeccdo por L. braziliensis, apresentaram um perfil
inflamatorio agudo (Figura 13). Desta forma, pode-se dizer que provavelmente o tratamento
oral com Hsp65 promoveu uma diminuicdo na cronicidade da doencga, que corrobora com o
tamanho menor das lesdes e a auséncia de ulceragdo nos animais tratados com Hsp65 nas

Gltimas semanas apos infecgao.
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6 DISCUSSAO

A LC apresenta lesbes com aspectos clinicos e imunopatologicos distintos de acordo
com a espécie causadora da doenca e da resposta imune do hospedeiro. A infecgdo por L.
braziliensis € conhecida por sua cronicidade, laténcia e tendéncia a metastizar no hospedeiro
humano, como em casos de lesbes mucocutaneas (MARSDEN, 1986; SILVEIRA et al., 2009).
No local da picada do flebotomineo, lesbes cutaneas aparecem como Unicas ou maltiplas, sendo
mais comum, a Ulcera indolor, de bordas bem delimitadas e elevadas com fundo necrético.
Além disso, ha o desenvolvimento de uma intensa resposta inflamatdria com um perfil de
células Thl produtoras de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a (SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017).

Neste contexto, uma resposta imune celular exacerbada é uma das causas responsaveis
da destruicdo tecidual no sitio da infeccdo, apesar da escassez de parasitas no local
(BITTENCOURT; BARRAL, 1991; SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008) . Assim, é
relevante o estudo de possiveis alternativas terapéuticas que favorecam a diminuicdo da
inflamacdo causada pela infeccdo por L. braziliensis, restaurando o equilibrio entre a resposta
imune e a eliminacdo do parasita.

A inducdo da TO tem se tornado alternativa terapéutica promissora em varios modelos
de doencas autoimunes, como também em doencas inflamatérias (FARIA; WEINER, 1999,
2006). A TO é considerada um evento imunolégico natural, pois permite diariamente que
inimeras proteinas exdgenas derivadas da alimentacdo sejam reconhecidas como préprias, sem
induzir reatividade imunoldgica (MOWAT, 1987; VAZ et al., 1977)A TO induzida é uma
forma eficaz de inducdo 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 ingestdo continua de antigenos, como proteinas
solaveis, gerando células Tregs (MOWAT, 2018), capazes de suprimir a resposta inflamatéria
em modelos experimentais de doencas autoimunes (FARIA; WEINER, 2006; YOSHINO;
QUATTROCCHI; WEINER, 1995). Embora diversos mecanismos tenham sidos propostos
para explicar este fendbmeno, a inducdo de células Tregs como CD4*CD25"Foxp3* e
CD4*LAP*, assim como a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-B
parecem ser essenciais para inducdo de TO (WEINER; WU, 2011). Na maioria dos estudos, a

utilizacdo do mesmo antigeno causador da doenca induz a TO, sendo uma forma eficiente de



59

gerar células Tregs antigeno-especificas (CASTRO-JUNIOR et al., 2012). Um exemplo disto
é 0 caso da administracdo oral de glicoproteina da mielina de oligodendrécito (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
supressdo “bystander”, antigenos nao relacionados a patologia da doenga também inibem
efeitos inflamatdrios. Esse mecanismo se tornou bastante interessante quando o objetivo €
estudar modelos de doencas com o antigeno-alvo ainda desconhecido ou quando existem
diversos antigenos desencadeando a patologia (FARIA; WEINER, 2006). Essa supressdo deve-
se a capacidade da TO em ampliar seu efeito inibitorio a outros antigenos, pela acdo de células
Tregs ndo especificas ao antigeno causador da doenca e produtoras de citocinas anti-
inflamatdrias (MILLER; LIDER; WEINER, 1991; WEINER; WU, 2011).

Na busca de antigenos capazes de induzir mecanismos imunossupressores, as Hsps
foram escolhidas por serem encontradas em eventos inflamatdrios, na maioria dos organismos,
das bactérias aos mamiferos. Sendo assim, sdo 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-inflamatorio j& foi demonstrado em diversos modelos de doencas autoimunes e
inflamatdrias, como artrite, aterosclerose, diabetes e esclerose multipla (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 administracao oral de Hsp65 recombinante derivada de M. leprae foi capaz
de induzir toleréncia e proteger os animais contra as doengas.

Recentemente, 0 nosso grupo desenvolveu o primeiro trabalho que utilizou a Hsp65
recombinante derivada de M. leprae como proteina indutora da TO com o objetivo de atenuar
a inflamag&o causada por infeccdo de um parasita, como a Leishmania spp. (GUERRA et al.,
2021). Neste presente trabalho, com o objetivo de induzir mecanismos tolerogénicos na mucosa
intestinal para suprimir a inflamacdo apos a infecgéo, utilizamos a tecnologia de entrega da
proteina Hsp65 livre de endotoxina diretamente no Iimen intestinal por ingestdo continua (4
dias consecutivos) atraveés do sistema de liberacdo com a cepa L. lactis recombinante
desenvolvido por Azevedo et al (2012).

A utilizacdo da bactéria L. lactis ja é bem conhecida por ser ndo patogénica, invasiva e
colonizadora, além das suas propriedades probidticas, principalmente utilizada pela industria
de alimentos fermentados (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2015). Uma
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vantagem muito interessante é que o uso destas bactérias recombinantes possibilita a liberagdo
da Hsp no intestino, poupando gastos elevados com a proteina purificada (PONTES et al.,
2011). Também foi demonstrado com sucesso em outros modelos experimentais de colite, que
0 uso da L. lactis recombinante é capaz de induzir a secre¢do de citocinas como IL-10
(STEIDLER et al., 2000), nanocorpo anti-TNF (VANDENBROUCKE et al., 2009) e a proteina
LcrV (produzida pela bactéria Yersinia pestis que atua inibindo a inflamacdo pela interacdo
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 apds 4 semanas de infecgdo por L. braziliensis,
diminui os sinais da inflamacéo e o desenvolvimento das lesGes, reparando o tecido da orelha
dos camundongos tratados com Hsp65 (Figura 8A-D). Ja os animais do grupo Lb e Lb/@
apresentaram lesGes com intensa destruigdo tecidual, ulceragdo e fundo necrotico (Figura 12),
resultado de uma resposta imune celular exacerbada como observado no modelo experimental
de LC. A ulceracdo e a destruicdo tecidual na LC estdo associadas com uma resposta
inflamatdria intensa, concentrando véarios mediadores inflamatorios no sitio da infeccéo
(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 linfocitos circulantes, e estudos histopatoldgicos confirmaram a presenca do
infiltrado acentuado de células T produtoras de citocinas e quimiocinas inflamatérias na leséo
(CARVALHO et al., 2012; LEOPOLDO et al., 2006; MACHADO et al., 2011).

A LC causada por L. braziliensis é caracterizada por uma baixa carga parasitaria em
combinagdo com uma resposta eficiente de células T anti-leishmania, que esta associada com a
ulceragéo (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 doenca nao 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 lesdes cutaneas localizadas, ulceradas com bordas elevadas e fundo
necrotico, 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
modulagdo da resposta imune a infeccdo por Leishmania, em que 0s mecanismos
antiparasitarios sejam maximizados, mas a destruicao tecidual minimizada (RETHI; EIDSMO,
2012; TASEW et al., 2010).

Um dos primeiros achados sobre o papel regulatorio das Hsps na resposta imune,

demonstrou que a pré-imunizacdo com Hsp60 inibiu a artrite induzida por adjuvante por M.
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tuberculosis em ratos (EDEN et al., 1988). Vérios trabalhos ja tém demonstrado as
caracteristicas anti-inflamatdrias 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 doenca e reduziu significativamente a gravidade clinica. No modelo de
encefalomielite experimental, ratos que receberam previamente o peptideo da Hsp65 também
apresentaram reducdo na gravidade da doenca e supressdo das respostas inflamatorias
(BIRNBAUM et al., 1996).

Nossos achados demonstraram que o tratamento oral com L. lactis produzindo Hsp65
realizado apés 4 semanas de infeccdo por L. braziliensis, reduziu ndo somente o
desenvolvimento das lesdes e o dano tecidual, mas também promoveu o controle da infecgédo,
diminuindo a carga parasitéaria a partir de 6 semanas pés-infec¢do no sitio de inoculagéo e nos
linfonodos drenantes da leséo (Figura 9A-B). Vale ressaltar que os animais tratados com Hsp65
apresentaram desde o inicio um nimero reduzido de parasitas nos sitios da infec¢do associada
também com uma menor espessura de leséo e sinais de inflamacdo quando comparados aos
animais ndo tratados ou com aqueles que receberam a bactéria com plasmideo vazio (Figura 8,
9 e 12). Estes dados corroboram com trabalhos da literatura que, em modelos murinos de
infeccdo por Leishmania, mostram que a diminuicdo da espessura da lesdo estd muitas vezes
associada com a reducdo da carga parasitaria no sitio de inoculacdo (AGUIAR et al., 2009;
RIBEIRO-ROMAO et al., 2016). No entanto, nas Gltimas semanas da infecgéo, foi observado
gue um numero de parasitas persistiu nos linfonodos drenantes da lesdo do grupo Lb/Hsp
mesmo apos a resolucdo da lesdo na orelha destes animais.

Alguns trabalhos ja evidenciaram que os parasitas podem ser eliminados até a cura da
lesdo, mas persistem nos linfonodos drenantes possivelmente por causa de mecanismo
regulatérios envolvidos, permitindo sua sobrevivéncia (COSTA et al., 2011; DE MOURA et
al., 2005; FALCAO et al., 2012; ROCHA et al., 2007). Entre os mecanismos envolvidos,
destacam-se aqueles dependentes de 1L-10 que contribuem para a persisténcia do parasita e na
manutencdo de células T CD4" efetoras de memdria, importantes na prote¢do contra uma
reinfeccdo (BELKAID et al., 2002; PETERS et al., 2014). Além disso, tem sido descrito a
atuacdo de células Tregs tanto na persisténcia 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 0s animais tratados com L. lactis
produtora de Hsp65 apoés a infeccdo por L. braziliensis atenuaram a destruicdo tecidual, além
de reduzir a carga parasitaria nos sitios de infeccdo (Figura 8 e 9). Estes resultados estdo
associados com 0s mecanismos de tolerancia, uma vez que, a resposta necessaria para reduzir
a carga do patdgeno pode levar ao desenvolvimento da lesdo por uma reacdo exacerbada. Neste
caso, a tolerancia promove a reducdo da inflamacéo causada pela infec¢do no hospedeiro, mas
sem interferir diretamente na capacidade do mesmo em eliminar o parasita (RABERG;
GRAHAM; READ, 2009; READ; GRAHAM; RABERG, 2008; SCHNEIDER; AYRES,
2008). A tolerancia diminui os danos causados no hospedeiro pelos patdgenos ou pela resposta
imune formada contra ele (MEDZHITOV; SCHNEIDER; SOARES, 2012). Uma boa resposta
imune é o resultado do equilibrio entre um nivel aceitavel de imunopatologia e a eliminacéo do
patdgeno (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999), estes dados corroboram com 0S nossos
resultados observados no grupo de animais tratados com Hsp65.

Um dos principais mecanismos de protecdo contra a doenca € a atuacdo de mediadores
inflamatorios na eliminacdo do parasita. J& foi demonstrado em camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis que a cura das lesdes foi acompanhada pelo aumento de IFN-y.
Por outro lado, quando tratados com anti-IFN-y, os animais progrediram com a doenca e
desenvolveram lesdes significativamente maiores, indicando que a resolucédo das lesdes e a cura
da doenca dependem da producéo de IFN-y (LIMA; DEKREY; TITUS, 1999).

Outros trabalhos também ja demonstraram a participacdao importante de citocinas como
IL-2 e TNF-o na eliminagdo dos parasitas das lesdes de camundongos BALB/c (ROCHA et al.,
2007). Além disso, pacientes com LC causada por L. braziliensis apresentando lesGes mais
graves, exibiam uma producdo maior de IFN-y e interleucina 17 (IL-17) (ANTONELLI et al.,
2004, 2005; BACELLAR et al., 2002). Por outro lado, individuos subclinicos com producéo
moderada de IFN-y conseguiram controlar o crescimento do parasita, sem causar danos
teciduais (FOLLADOR et al., 2002).

Nossos resultados mostraram uma diminuicdo de IFN-y, 2 semanas apds o tratamento
com Hsp65 (6 semanas pds-infeccdo) (Figura 10A), porém nao houve diminuicao na eliminagéo
do parasita, sugerindo que a concentragdo presente dessa citocina induziu a morte parasitaria,
sem causar inflamacdo exacerbada, como observado nos pacientes subclinicos. Esse mesmo
tipo de achado foi observado em modelos de aterosclerose onde houve a diminuicdo do escore
clinico da doenca, através aumento da producéo de IL-10 e reducdo de IFN-y apds a indugao
de tolerancia oral por Hsp65 (JING et al., 2011).
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De fato, a diminuicdo na producgdo do IFN-y nos animais do grupo Lb/Hsp observado
em nossos resultados parece ser uma consequéncia do aumento da IL-10 pelas células dos
linfonodos drenantes da leséo, a partir da 8% semana de infeccdo em relacdo aos grupos que ndo
receberam Hsp65 (Figura 10A). A razéo entre a producéo de IL-10 e IFN-y, no tratamento oral
com L. lactis produtora de Hsp65 mostrou uma produgdo maior de IL-10 em relagcdo ao IFN-y
nas células do linfonodo drenante da lesdo, nas primeiras semanas apds a administracdo do
tratamento (6, 7 e 8 semanas apos infeccdo) (Figura 10B), embora, diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais ndo foram encontradas. Novos experimentos estdo sendo
realizados para a confirmacao destes achados.

Interessante observar que, 0s animais que receberam o tratamento oral com L. lactis
produtora de Hsp65 apds a infeccdo por L. braziliensis aumentaram significativamente a
frequéncia de células CD4*LAP* (6, 7 e 8 semanas de infeccdo) e CD4"CD25"FOXP3* (7
semanas de infeccdo) nos linfonodos drenantes da lesdo quando comparados com 0s animais
somente infectados (Figura 11), confirmando o papel importante destas células na producao de
IL-10 e TGF-B.

A IL-10 é uma citocina importante na inibicdo da resposta Thl, suprimindo muitas
funcdes efetoras dos macrofagos (FIORENTINO et al., 1991). Embora esteja associada com a
sobrevivéncia e persisténcia do parasita, alguns trabalhos ja demonstraram que essas citocinas
anti-inflamatorias suprimem reacdes inflamatdrias e auxiliam no processo de cicatrizagdo,
quando produzidas em baixos niveis (ALLEN; WYNN, 2011; GAUSE; WYNN; ALLEN,
2013; PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014).

Diversos trabalhos tém demonstrado o aumento da producédo de I1L-10 ap6s inducao por
Hsp em modelos experimentais. Maron e colaboradores mostraram que administracéo oral de
Hsp65 aumentou os niveis de 1L-10 localmente e assim reduziu a inflamacdo no modelo de
aterosclerose (MARON et al., 2002). Em modelo de colite, Gomes-Santos e colaboradores
observaram que a administracdo de L. lactis produtora de Hsp65 foi essencial na manutengéo
da producéo de IL-10 no tecido do colon, promovendo efeitos imunoregulatérios (GOMES-

SANTOS et al., 2017). Mais uma vez, no modelo de encefalomielite experimental, a
administracao oral de L. lactis-Hsp65 preveniu a patogénese da doenga associada ao aumento
da producdo de IL-10 por células do linfonodo mesentérico e do baco (REZENDE et al., 2013).

Desta forma, acreditamos que nossos achados estdo de acordo com estes trabalhos, e
que o aumento de 1L-10 induzida pelo tratamento oral de L. lactis-Hsp65 apos a infeccéo por
L. braziliensis promoveu a reducdo da inflamagdo encontrada nas lesbes dos camundongos

tratados com Hsp65.
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Em um estudo recente do nosso grupo, a administracdo prévia utilizando a mesma cepa
de L. lactis recombinante mostrou também o aumento de IL-10 e a reducédo de IFN-y produzidos
pelas células dos linfonodos drenantes da lesdo causada por L. braziliensis, isso contribuiu na
reducdo da severidade da doenga, como a auséncia de ulceracdo (GUERRA et al., 2021).
Também foi demonstrado que a produgdo de IFN-y favoreceu o controle da infec¢do, como
observado no presente trabalho nos animais que receberam tratamento pds-infeccdo com Hsp65
(Figura 9 e 10). Além disso, foi demonstrado por Guerra e colaboradores que a producéo de IL-
10 e IFN-y ¢ dependente de TRL2, LAP ¢ IL-10, pois a neutralizacdo 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-y e a diminuicdo de IL-10.

A mucosa intestinal é conhecida como um ambiente tolerogénico privilegiado na
geracdo de células Tregs que expressam LAP na sua superficie (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 concentra¢Bes nos linfonodos mesentéricos foram induzidas ou ativadas
na mucosa intestinal apds a administracdo prévia por via oral de L. lactis produtora de Hsp65.
Através de vias eferentes deste sitio, estas células migram para 6rgdos linfoides secundarios
(REZENDE et al., 2013), corroborando com 0s nossos achados.

Outra citocina que parece ser importante na modulacao da resposta imune é TGF-, um
fator de crescimento com funcdes anti-inflamatoérias e imunossupressoras, além de ter um papel
essencial na homeostase do sistema imune e na inducéo de tolerancia (HANSEN et al., 2000).
No entanto, nos nossos achados ndo encontramos diferencas significativas entres 0s grupos
experimentais em relacdo a essa citocina, embora um aumento de células TCD4"LAP* foram
encontradas nos linfonodos drenantes, 6, 7 e 9 semanas apds a infeccdo (Figura 11). Podemos
hipotetizar que as células T CD4*LAP* migraram, e ndo detectamos diferencas no TGF-, pois
esta citocina ativa esta ligada a membrana destas células.

TGF-p esta envolvida na supressdo da resposta Th1l, inibindo a diferenciacao de células
T em Thl e promovendo a diferenciacdo de células nTregs induzidas nos orgaos linfoides
periféricos (LAOUAR et al.,, 2005; LUCAS et al., 2000; NAKAO et al.,, 2000; SAD;
MOSMANN, 1994). Na infec¢do por L. major, um estudo mostrou que a inoculacdo local de
anticorpos anti-TGF-f nas lesdes leva a uma cura mais rapida, diminui¢ao da carga parasitaria
sem alterar a producdo de IFN-y através do aumento da produgdo de NO (LI et al., 1999),
sugerindo que esta citocina esta associada a um papel regulador na fase cronica da LC.
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Trabalhos recentes demonstraram que a administracdo 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 inducdo 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 0 aumento da frequéncia 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
modulacdo da inflamacdo das células T regs CD4*LAP* e CD4*CD25*Foxp3*, estas parecem
migrar do linfonodo mesentérico ap6s administracdo com Hsp65 para a periferia, neste caso, 0
sitio da infec¢do (Figura 11). A tolerancia periférica induzida por via oral € uma forma eficiente
de suprimir respostas inflamatorias pela inducdo de diferentes tipos de células T regulatorias.
(FARIA; WEINER, 2006).

Paralelamente, analisamos 0s aspectos histopatolégicos das lesdes através do escore
inflamatorio de cortes histolégicos das orelhas dos animais tratados ou ndo com Hsp65. Nossos
achados mostraram que o tratamento oral com Hsp65 parece promover uma diminuicdo da
cronicidade da doenca. Nas primeiras semanas de infeccdo apds o tratamento oral (6 e 7
semanas), 0s animais do grupo Lb/Hsp parecem apresentar uma inflamagéo aguda seguida da
diminuicdo da intensidade da inflamacdo nas Gltimas semanas de infeccédo (8, 9 e 10 semanas)
(Figura 13).

Em relacdo a presenca de macrofagos e células polimorfonucleares, também foi
observado um discreto aumento destas células no infiltrado inflamatdrio das lesdes dos animais
tratados com Hsp65, seguido de um declinio nas ultimas semanas de infec¢éo (Figura 13). No
entanto, em todos os parametros do escore inflamatorio analisados, ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais.

No modelo de leishmaniose experimental, o infiltrado dermico agudo é constituido por
neutrdfilos e macrofagos. O recrutamento de neutrofilos associado a producdo de IFN-y
restringe a replicacdo de parasita (BELKAID et al., 2001; VENUPRASAD,;
CHATTOPADHYAY; SAHA, 2003). Estes dados poderiam explicar a reducdo da carga
parasitéria a partir da 62 semana apés infeccdo observado nas orelhas e nos linfonodos drenantes
dos animais tratados com Hsp65, desta forma acreditamos que o tratamento oral com Hsp65
apos a infeccdo por L. braziliensis promoveu o controle do crescimento do parasita, sem causar

danos teciduais (Figura 12 e 13).



66

O tratamento utilizando Hsps tem demonstrado seu potencial na preservacao tecidual
em diversos modelos de doencas autoimunes. A administracdo de peptideos da Hsp60 inibiu
significativamente o escore clinico e o tamanho da pata, assim como o infiltrado inflamatério 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 patogénese da aterosclerose (JING et al., 2011),
assim como inibiu os sinais de inflamagdo na mucosa da animais com colite, preservando sua
arquitetura e resultando apenas em um discreto infiltrado inflamatério (GOMES-SANTOS et
al., 2017).

O balanco entre a producéo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias durante
a acdo da resposta imune é fundamental para controlar a infeccdo e atenuar os efeitos
inflamatorios que levam a destruicdo tecidual, contribuindo para uma cicatrizacdo mais
acelerada da lesdo caracteristica na LC (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). Desta
forma, acreditamos que os efeitos apresentados pelos animais tratados com Hsp65 apos a
infeccdo por L. braziliensis sdo consequentes da maior producdo de IL-10 acompanhado do
aumento de IFN-y nas ultimas semanas pos-infec¢do, consequéncia da presenca de células
Tregs CD4"LAP* e CD4"CD25"Foxp3 nos linfonodos drenantes da lesdo, isto parece ter
contribuido para a diminuicdo da inflamacéo, levando a uma protecdo do dano tecidual e no

controle da carga parasitaria neste trabalho.
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7 CONCLUSAO

A utilizacdo da inducdo da TO utilizando a proteina heter6loga Hsp65 apresenta boas
perspectivas para seu emprego no tratamento da LC. Concluimos que o tratamento oral com L.
lactis produtora de Hsp65 derivada da M. leprae ap6s a infeccdo foi capaz de modular a
inflamacdo causada por L. braziliensis. Desta forma, acreditamos que 0 uso da indugédo da
tolerancia oral por L. lactis produzindo Hsp65 pode ser considerado como uma estratégia
terapéutica promissora ndo somente para doencas autoimunes, mas também para doengas

inflamatorias causada por patdgenos.

Lesao por
L. braziliensis

- Lactococcus latis Intestino
(@) HSP65

Balb/c

FOXP3* LAP*

4 IL-10
+ IFN-y

...............
.........
...............

Indugéo de
Tolerancia Oral orelhas?

Migragao para as

v Tamanho da leséo
v Ulceragéo
V Carga Parasitéria

Imunidade Células T
anti-parasitaria Regulatdrias

0

Tolerancia

Protegao

Figura 14 - Resumo gréafico da hipotese do trabalho e dos resultados. O tratamento oral utilizando L. lactis
produtora de Hsp65 realizado apds 4 semanas de infecgdo por L. braziliensis diminuiu os sinais de inflamacéo e o
dano tecidual das les6es, com auséncia de ulceracBes. Este tratamento promoveu o desenvolvimento de lesdes
menores, reduziu e controlou a carga parasitaria com 6 semanas de infeccédo nas orelhas e nos linfonodos drenantes
da lesdo. A utilizac@o da L. lactis-Hsp65 como tratamento oral também foi capaz de induzir um balanco essencial
entre citocinas pro-inflamatorias (IFN-y) e anti-inflamatérias (IL-10), necessario para o controle da infec¢do sem
causar danos teciduais. A tolerancia induzida pelo tratamento oral com Hsp65 modulou a inflamagéo causada pela
infeccdo, possivelmente através do aumento da frequéncia das células T regulatérias 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 diminuicdo da inflamacéo observada nos animais tratados com Hsp65
esta associada com a migracao das células T regulatdrias para os linfonodos drenantes da lesdo
causada por L. braziliensis. Este achado nos permite acreditar que estas células podem migrar
também para a lesdo. Por isso, novos experimentos ja vém sendo realizados para avaliar a

frequéncia das células T regulatorias no sitio de inoculacgdo (orelhas).
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