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RESUMO

INTRODUGCAO: A Leishmaniose cutanea e mucosa ¢ uma enfermidade negligenciada
causada pela Leishmania braziliensis (L. braziliensis), que cursa com lesGes cutaneas
decorrentes da inflamacédo exacerbada induzida pela presenca do parasita no tecido cutaneo.
Imunologicamente, a inflamacdo exacerbada é caracterizada pela inducdo de uma resposta
Thl, acompanhada de altos niveis de IFN-gamma e baixos de IL-10. Os Lactococcus lactis
(L. lactis), sdo bactérias &cido lacticas Gram positivas e ndo patogénicas. A forma
recombinante de L. lactis (L. lactis-Hsp65) corresponde a bactérias geneticamente
modificadas que produzem e secretam a proteina de choque térmico 65 (Hsp65) derivada da
Mycobacterium leprae. Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que a Hsp65 desenvolve um
papel importante na modulacdo imune, controlando, principalmente, respostas autoimunes e
inflamatdrias. A atividade imunomodulatéria da Hsp65 esta relacionada com a inibicdo da
producdo de TNF-a e IFN-y, além do incremento na secrecdo de IL-10 pelas células T. De
fato, ja foi demonstrado que a administracdo oral de Hsp65 possui um importante papel na
ativacdo de células T reguladoras presentes na mucosa intestinal. OBJETIVO: O principal
objetivo deste trabalho foi avaliar a administragéo oral de L. lactis produtor de Hsp65 como
um potencial imunomodulador em um modelo experimental de leishmaniose cutanea.
MATERIAL E METODOS: Camundongos BALB/c receberam por via oral cepas de L.
lactis recombinantes, produtores ou ndo produtores de HSP65, por um periodo de 4 dias
consecutivos. Dez dias ap0s a administracdo das bactérias, os animais foram infectados com
L. braziliensis (Lb) na derme orelha esquerda. Dois dias antes da infeccdo, dois grupos
receberam uma administragéo intraperitoneal de PAM3CSK4 (PAM, agonista de TLR2), um
que recebeu a cepa recombinante L. lactis-HSP65 e o outro ndo. RESULTADOS: A
avaliacdo semanal da espessura da lesdo na orelha mostrou que durante a infeccdo, os animais
que receberam a L. lactis produtor de HSP65, associado ou ndo ao PAM, apresentaram lesdes
menores e com resposta inflamatoria menos intensa comparados aos animais dos grupos
controles (Lb, Vazio e PAM). Além disso, a carga parasitaria, tanto na orelha quanto no
linfonodo drenante, foi reduzida ao final do experimento nos animais administrados com L.
lactis produtor de Hsp65. Também foi observada uma reducdo significativa na destruicdo
tecidual, assim como elevada producgéo de IL-10 e baixa de IFN-y nos linfonodos drenantes
principalmente pelos animais que receberam a cepa L. lactis produtor de Hsp65, associada ao
PAM. A administracdo da HSP65 também induziu o aumento de células expressando
CD4'Foxp3" e CD4'LAP* (TGF-B associado a membrana) nos linfonodos drenantes e
mesentéricos apds a infeccio. CONCLUSOES: Nossos resultados sugerem que a
administracdo de L. lactis produtor de Hsp65 leva & modulacgdo da resposta inflamatdria, com
reducdo da inflamagdo e aumento da tolerancia oral. Assim, L. lactis produtor de Hsp65 pode



ser visto como um candidato na profilaxia, ndo somente de doencas autoimunes, mas também
de doencas inflamatdrias como a leishmaniose cuténea.

Palavras chave: Hsp65, Leishmaniose, Leishmania braziliensis, Lactococcus lactis,
Toleréncia oral.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Cutaneous and mucosal leishmaniasis caused by Leishmania
braziliensis, is characterized by the induction of a Thl response that results in a strong
inflammatory reaction. The exacerbated inflammation observed in CL lesions might be
controlled by anti-inflammatory responses. Lactococcus lactis, are nonpathogenic and Gram
positive lactic acid bacteria and Lactococcus lactis HSP65 are genetically modified bacteria
that produces the 65kDa heat shock protein (HSP65), which elicit immunomodulatory activity
by inhibiting TNF-a and IFN-y production and increase IL-10 secretion by T cells. Hsp65
also has a strong effect on induction of regulatory T cells in the gut, when ingested by oral
administration. It has been demonstrated that Hsp65 play a major role in immune modulation,
controlling, for instance, inflammatory and autoimmune responses. OBJECTIVE: In this
study, our main objective is to test oral administration of Lactococcus lactis producing Hsp65,
as a potential immunomodulatory in experimental model of cutaneous leishmaniasis.
MATERIAL AND METHODS: BALB/c mice received by oral route recombinant
Lactococcus lactis strains which produces or not Hsp65 for 4 consecutive days. Ten days after
administration, animals were infected in the left ear with Leishmania braziliensis. Two days
before infection, one of the groups that received recombinant L. lactis also was injected by
intraperitoneal via with PAM3CSK4 (TLR2 agonist). RESULTS: Evaluation of ear
thickness showed that during infection, mice treated with L. lactis Hsp65 associated or not
with Pam showed smaller lesions with a less intense inflammatory response compared to
control groups (Lb, “Empty” and PAM). In addition, parasite load was lower at the end of the
experiment in Hsp65 treated groups, both in ear and draining lymph nodes. A tissue
destruction reduction was observed, as well as higher I1L-10 and lower IFN- y production by
draining lymph nodes mainly by the Hsp65 treated animals, associated with PAM. HSP65
administration also induced increase of regulatory cells expressing CD4"LAP* (membrane
associated-TGF-B) and CD4" Foxp3" in draining and mesenteric lymph nodes after infection.
CONCLUSION: Our data suggest that administration of L. lactis Hsp65 producer may lead
to an inflammatory response modulation, with inflammation reduction and oral tolerance
increased. In addition, L. lactis Hsp65 producer can be seen as a candidate for prophylaxis,
not only for autoimmune, but also for inflammatory diseases such as cutaneous leishmaniasis.

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

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE

14

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as leishmanioses correspondem a

segunda doenca de maior importancia no mundo causada por protozodrios, estando entre as
11 doencas infecto-parasitarias mais prevalentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2017). As leishmanioses ocorrem em 4 continentes, sendo consideradas endémicas em 98

paises, destes, 42 para Leishmaniose Cutanea (Fig. 1). Atualmente, mais de 350 milhdes de

pessoas vivem em areas de risco, incluindo 72 paises em desenvolvimento. Apesar das

medidas adotadas pelos programas de controle, a incidéncia da doenga vem aumentando nos

Gltimos anos em varias regides do mundo, com aproximadamente 12 milhdes de casos de

leishmaniose. Em relacdo a leishmaniose tegumentar (LT), ocorrem cerca de 1,5 milhdes de

novos casos por ano e, destes, apenas 600.000 s&o oficialmente notificados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

-

Numero de casos
de LC reportados,
2015

B 0.9 0 Sem casos reportados
=1 <0 £ Semdados
Cle (= | NSoap&a’vel

Figura 1 — Status de endemicidade da Leishmaniose cutdnea no mundo, 2015 (WHO, 2017)

A LT tem uma ampla distribuicdo no mundo, e no continente americano existem

registros do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. No Brasil, a LT ocorre em
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praticamente todo o territdério nacional, estando em plena expansdo. Foram registrados
237.145 casos no periodo entre 2005 e 2015 distribuidos em todas as Unidades Federativas,
predominando atualmente na regido Norte (42%) e regido Nordeste (31%). Em média séo
registrados 21.000 casos/ano, com coeficiente de incidéncia de 17,0 casos/100.000 habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Na Bahia, a LT encontra-se dispersa em todo o Estado,
presente em 55.4% dos municipios no ano de 2014. Entre os anos de 2012 e 2014, as regifes
de maior incidéncia foram Taperoa, Wenceslau Guimardes, Teolandia e Nilo Peganha com
1.881, 976, 963 e 814 casos, respectivamente. No Estado da Bahia, a média anual de casos
nesse mesmo periodo foi de aproximadamente 3.282 casos. Nos ultimos anos, foram
detectados casos de LT em importantes centros urbanos da Bahia, como: Santo Antonio de
Jesus, Lauro de Freitas, Jequié, Vitoria da Conquista e até mesmo Salvador, demonstrando
assim que a doenca estd ampliando seu potencial de urbanizacdo (SUVISA, 2015).

No Brasil, a LT ocorre em ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias, entretanto,
ha predomindncia na faixa de 10 a 59 anos, representando 90% dos casos, € no sexo
masculino, com aproxidamente 74%. Além da elevada incidéncia, a doenca assume, nas suas
formas mucocutanea e cutanea difusa, importante papel econébmico e social, por acarretar
lesbes desfigurantes e, muitas vezes, incapacitantes, podendo ser enguadrada como uma
doenca ocupacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO, VETOR E CICLO BIOLOGICO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, que
tem seu ciclo biolégico realizado em dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado. O
parasito ocorre sob duas formas evolutivas: promastigota, a forma flagelada, extracelular,
localizada no trato digestivo de seus vetores, os flebotomineos; e amastigota, localizada
parasitando células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros mamiferos
(ALEXANDER et al., 1999).

Foram identificadas 07 espécies de Leishmania envolvidas na etiopatogenia da
doenca tegumentar no Brasil, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis, L (V.)
guyanensis. Outras espécies do subgénero Viannia foram identificadas nas regides Norte e
Nordeste: L.(V.) lainsoni, L (V.) naiffi, L (V.) shawi, L (V.) lindenberg. No estado da Bahia, a
LT é causada principalmente pela L. braziliensis e L. amazonensis, sendo portanto, 0s
principais agentes etioldgicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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A transmissdo da doenca ocorre através da picada de insetos fémeas de
flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, que pertencem a diferentes géneros: Lutzomyia nas Américas e Phlebotomus
no Velho Mundo (LAISON; SHAW, 1987). Somente as fémeas sdo hematofagas e
consideradas transmissoras. No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissédo da LT
sdo Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu.
migonei (LAISON; RANGEL, 2005).

O ciclo de vida da Leishmania é iniciado no intestino médio do flebotomo,
qguando as promastigotas prociclicas de Leishmania se diferenciam em promastigotas
metaciclicas infectantes. Durante o repasto sanguineo, a fémea do flebotomineo infectado
regurgita as promastigotas metaciclicas juntamente com uma variedade de componentes
salivares imunomodulatdrios, importantes para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro
vertebrado. As leishmanias sdo entdo fagocitadas por uma variedade de tipos celulares
presentes no ambiente local, como neutrofilos e macrofagos (revisto em KAYE; SCOTT,
2011). Como os neutrofilos tém vida Gtil muito curta, os macrofagos sdo as células
hospedeiras finais para a proliferacdo dos parasitos (ANTONIE et al., 1998). Apés a
internalizacdo nos fagolisossomos dos macrofagos, as metaciclicas se transformam em
amastigotas. As amastigotas sofrem replicacdo nas células do hospedeiro, que se rompem
quando h& uma grande quantidade de amastigotas no seu interior, permitindo a reinfec¢do de
outros fagacitos locais. O ciclo de transmissdo é completo quando os fagdcitos infectados sdo
ingeridos por outro flebotomineo durante um novo repasto sanguineo. As amastigotas séo
submetidas a uma série de alteracbes morfoldgicas no flebotomineo, onde se diferenciam em
promastigotas metaciclicas infectantes (KAYE; SCOTT, 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida de Leishmania spp.(Fonte: Adaptado de Paul Kaye & Phillip Scott, 2011).
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1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O curso da infeccdo em vertebrados é altamente varidvel, sendo dependente da
espécie de Leishmania, da resposta imunoldgica e de caracteristicas genéticas do hospedeiro,
0 que origina variados quadros clinicos.

Clinicamente, a LT apresenta-se de maneira variada, desde ulceraces na pele,
gue podem ser discretas ou extensas e com evolugdo espontanea para cura apds alguns meses,
até aquelas com ulcera¢Ges mdltiplas ou disseminadas, ou aquelas que podem evoluir para
uma forma mutilante, que afeta as mucosas das vias aéreas superiores. Nas Américas, a
doenca é denominada de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e manifesta-se sob as
formas de leishmaniose cutdnea localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose cutanea disseminada (LD) (PEARSON e
SOUSA, 1996), listadas na Tabela 1.

A LCL é a forma mais frequente da doenca e caracterizada por lesdes ulceradas,

de bordas elevadas e circulares, com pouca secre¢do e indolores, que na maioria das vezes
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apresenta tendéncia a cura espontanea e boa resposta ao tratamento. Ao evoluir para a cura,
as lesGes costumam deixar cicatrizes atroficas, com superficie lisa e areas de hipo ou
hiperpigmentagdo. O principal agente etiolégico causador da LCL no Brasil é a L.
braziliensis. (MARSDEN et al., 1984; COSTA et al.,1990; HERWALDT et al., 1992;
CONVIT et al., 1993).

A LMC tem como agente etioldgico a L. braziliensis e apresenta significante
morbidade, podendo levar a um curso fatal. Tem inicio com uma simples ulceracdo na pele
que pode desaparecer, e apos alguns anos o individuo pode desenvolver lesdes destrutivas da
mucosa, tanto da nasofaringe quanto da orofaringe. Em 1 a 5% dos pacientes, a leishmaniose
mucocutanea pode se desenvolver devido a capacidade do parasita de persistir na lesdo apos a
cura e metastatizar para a mucosa nasal. Essas lesbes apresentam um ndmero bastante
reduzido de parasitos com uma intensa resposta inflamatodria, responsavel pela destruicéo
tecidual (MARSDEN, 1986; CARVALHO et al., 1995). Nesta forma clinica, ha uma
exacerbacdo na producdo de Interferon-gama (IFN-y), significativamente maior do que o
observado na LCL, associado a baixa producdo de Interleucina 10 (IL-10), o que impede a
modulacdo da resposta (BITTENCOURT; BARRAL, 1991; PEARSON et al.,, 2000;
MARSDEN, 1986).

A LD é caracterizada por Ulceras tipicas associadas a inimeras lesGes papulares
ou de aparéncia acneiforme, resultantes de uma disseminagdo hematogénica, envolvendo, com
frequéncia, a face e o tronco (COSTA et al., 1986; CARVALHO, 1994 ). As duas espécies
reconhecidas como causadoras desta forma de leishmaniose s&o L. braziliensis e L.
amazonensis (VIEIRA et al., 2002; PEARSON e SOUSA, 1996).
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Tabela 1. Principais espécies causadoras de LTA no Brasil e suas manifestacdes clinicas

Formas | Espécies Manifestacdes Clinicas Principais citocinas

. envolvidas na patologia
Clinicas | causadoras P g

LCL L. braziliensis | LesOes tnicas ou limitadas, ulceradas | IFN-y +++, IL-10 ++
e de bordas elevadas; Moderada carga
parasitaria presente nas lesées

LMC L. braziliensis | Lesdes altamente inflamatorias IFN-y ++++, IL-10 +
envolvendo membranas mucosas;
Raros parasitas encontrados nas
lesOes

LCD L. amazonensis | Lesfes multiplas, ndo-ulceradas, IFN-y +, IL-10 ++++
disseminadas; muitos parasitas
presentes nas lesdes

LD L. braziliensis | Numerosas lesdes papulares em IFN-y +, IL-10 ++
diferentes areas do corpo; poucos

L. amazonensis . ~
parasitas presentes nas lesdes

-, Auséncia; +, Presenca; + Baixo, ++, Moderado; +++ Alto; ++++ Muito alto. (Adaptado de
DE LUCA & MACEDO, 2016; SCORZA et al., 2017)

1.4 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO POR LEISHMANIA EM MODELOS
EXPERIMENTAIS

A resposta imunoldgica do hospedeiro inicia-se quando o flebotomineo introduz
sua probdscide na derme do hospedeiro vertebrado, atingindo os vasos dérmicos superficiais e
dando origem a um lago sanguineo. A saliva do flebotomineo contém substancias que
facilitam a inoculacdo do parasito e sua veiculagdo a corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, como vasodilatadores e antiagregantes plaquetarios (HASKO et al., 2000).

Quando os parasitos sao lancados no hospedeiro vertebrado, varios tipos celulares,
como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas sdo recrutados para o sitio de infeccdo, e
sua interacdo com os parasitos determina o desfecho da infec¢do. A fagocitose dos parasitos
pelos macrofagos induz a liberacdo de fatores quimiotaticos, como CCL2 e CXCL1, capaz de
recrutar mondcitos e neutrofilos (RACOOSIN; BEVERLEY, 1997). Varios estudos tem
demonstrado que os neutrofilos podem influenciar a infec¢do por Leishmania, fagocitando o
parasita e levando-o a morte intracelular, ou agindo pela morte extracelular através da
liberacdo de uma rede de fibras que se ligam aos patégenos, também chamada de NET

(Neutrophil Extracelular Trap), constituidas por cromatina e proteinas granulares (JOHN;
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HUNTER, 2008; GUIMARAES-COSTA et al., 2009; MOUGNEAU et al., 2011). Os
neutrdfilos sdo caracterizados por serem fagocitos de vida curta, desse modo tem sido
proposto que eles atuem como “cavalos de troia” usados pelos parasitas, COmo uma maneira
silenciosa de entrar nos macrofagos evitando sua ativacdo. As promastigotas inibem os sinais
apoptoticos celulares dos neutrofilos, aumentando sua vida Gtil, permitindo a disseminacgédo do
parasita e se tornam incapazes de matar a Leishmania (AGA et al., 2002; LAUFS et al., 2002;
VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Embora os neutrofilos sejam as células mais encontradas
no sitio de infeccdo durante as primeiras horas, eles secretam elevados niveis de CCL4 capaz
de recrutar uma grande quantidade de macrofagos para o local. Uma vez recrutados, 0s
macrdfagos fagocitam células polimorfonucleares (PMNSs) infectadas, bem como parasitas
livres, e se tornam a célula hospedeira definitiva, tanto para replicagdo como destruicdo do
parasita (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; LIU; UZONNA, 2012).

Apbs a internalizacdo pelos macrofagos, ha a formacao dos fagolisossomos, onde
as formas promastigotas metaciclicas rapidamente transformam-se em amastigotas, formas
estas mais resistentes a destruicdo pelo sistema imunologico do hospedeiro, adaptando-se ao
pH acido do meio (ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

Os macrofagos sdo, portanto, as principais células efetoras responsaveis pela
destruicdo dos parasitos, e sua ativacdo & determinante para a eliminacdo do patdgeno
intracelular. Esse processo pode ser dividido funcionalmente em duas vias distintas: ativagéo
classica e alternativa. A ativacdo classica € mediada pelos produtos das células Thl, como
IFN-y e Fator de necrose tumoral (TNF), que agem estimulando os macrofagos a produzir
oxido nitrico sintase induzida (iNOS), uma enzima que catalisa L-arginina para gerar 6xido
nitrico (NO), sendo que uma de suas fun¢des é a destruicdo de parasitos como a Leishmania
(LIEW et al., 1990; BRONTE; ZANOVELLO, 2005). Ocorre também a producdo de radicais
livres de oxigénio (ROS) pela acdo da NADPh oxidase (LIU; UZONNA, 2012). A ativagdo
alternativa de macrofagos € mediada por citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, as quais induzem
a atividade da arginase e producédo de poliaminas que favorecem o crescimento do parasita. A
infeccdo por Leishmania também pode levar a producdo de citocinas imunorreguladoras,
como IL-10 e TGF-B que agem desativando e inibindo os macréfagos de produzirem citocinas
inflamat6rias (GORDON, 2003; LIU; UZONNA, 2012; VON DER WEID et al., 1996;
KANE; MOSSER, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Células dendriticas e macréfagos na infecgdo por Leishmania. (Fonte: Adaptado de LIU &
UZONNA, 2012).

Os modelos experimentais de leishmaniose tegumentar tém trazido uma grande
contribuicdo para o esclarecimento da imunorregulacdo da doenca. A diferenciacdo em
resposta  Thl ou Th2, respectivamente associada com resisténcia/cura ou
susceptibilidade/cronicidade a infeccdo, parece ser multifatorial, sendo um desses fatores a
prépria espécie de Leishmania envolvida na infeccdo e a linhagem utilizada (SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002).

Ja esta bem estabelecido que a maioria das linhagens de camundongo (C3H/HeJ,
CBA, C57BL/6 e 129Sv/Ev) sdo resistentes a infeccdo por L. major e desenvolvem lesdes
locais que cicatrizam espontaneamente por volta de 10 a 12 semanas (MODABBER, 1989).
Camundongos C57BL/6 infectados com L. major desenvolvem lesdes cutaneas localizadas
que resolvem espontaneamente. A cura € dependente do desenvolvimento de uma resposta
imunologica do tipo Thl, com produgdo de IL-12 e IFN-y, que ativam as células infectadas,
que por sua vez produzem NO para eliminar os parasitos. No sitio de infeccdo, ainda
encontram-se poucos parasitas vidveis devido a presenca de células T regulatorias
CD4'CD25" produtoras de IL-10 (BELKAID; RICCIRILLO; MENDEZ, 2002 ; SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002). Qualquer falha na montagem de uma resposta eficiente Thl anti-
Leishmania resultaria em doenga progressiva e morte. Ao contrério, nos camundongos
BALB/c susceptiveis a L. major, hd o desenvolvimento de lesGes severas e ndo controladas,
com o predominio de uma resposta imunologica do tipo Th2, determinada pela presenca de
IL-4, que leva a progressdo da doenca (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Tem sido
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demonstrado que a susceptibilidade nesse modelo esta associada a auséncia de IL-12. Desse
modo, ndo ha o desenvolvimento de células Thl resultando em lesfes cuténeas progressivas e
infeccdo visceral disseminada (GULLER et al., 1996; BELKAID, 2003).

A resposta imunologica especifica da leishmaniose é basicamente mediada por
células T CD4", que véo liberar citocinas apds a apresentacio de antigenos pelas células
dendriticas, nos linfonodos regionais. Véarios estudos vém mostrando que as citocinas
possuem papel relevante na resisténcia e susceptibilidade a infecgdo. Na infeccdo por L.
major, camundongos C57BL/6 deficientes em TNF-a apresentaram infeccdo visceral mesmo
com a producdo de IFN-y e IL-12 pelos macrofagos (WILHELM et al., 2001). Ja em
camundongos BALB/c tratados com TNF- a, foi observada uma reducdo no tamanho e na
carga parasitéria das lesdes cutaneas (THEODOS et al., 1991).

Ao contréario do que ocorre com L. major, poucos estudos experimentais foram
conduzidos com L. braziliensis, provavelmente porque este parasito ndo induz lesbes em
muitas linhagens de camundongos (NEAL; HALE, 1983; CHILDS et al., 1984). A maioria
das linhagens de camundongos é resistente a infeccdo por L. braziliensis devido a
incapacidade dessa espécie de suprimir uma reposta imune Thl (DEKREY; LIMA; TITUS,
1998). Ja foi demonstrado que linhagens murinas de C3H/HeJ, C57BL/6J E CBA/CaJ néo
mostraram nenhum indicio de infec¢do por L. braziliensis (CHILDS et al., 1984).

Até o momento, o modelo animal que mais mimetiza a infeccdo humana por L.
braziliensis é o hamster sirio (Mesocricetus auratus). Entretanto, os estudos in vivo com esses
animais sdo limitados pela dificuldade de se encontrar reagentes e insumos para a realizagéo
de experimentos. Um estudo mostrou que, apds a infec¢do por L. braziliensis, todos os
hamsters desenvolveram lesGes cutdneas bem semelhantes as observadas em humanos
(GOMES-SILVA et al., 2013).

Entre os camundongos, a linhagem mais susceptivel a infeccéo por L. braziliensis
é 0 BALB/c, que apresenta desfecho clinico similar ao observado no humano, principalmente
em relacdo a persisténcia do parasita, resposta imune e ulceracdo da lesdo. Entretanto, o
BALB/c ndo apresenta lesdes cutaneas graves e evoluem para a cura espontanea (CHILDS et
al., 1984). E interessante notar, que além da resposta imune adaptativa, inimeros trabalhos
tem demonstrado a importancia das respostas mediadas por receptores de reconhecimento de
padrdes (PRR) como os TLRs (Toll like receptors). Assim ja foi demonstrado que LPG é um
fator de viruléncia para algumas espécies de Leishmania (L. major e L. donovani) (SPATH et
al., 2000), mas também pode atuar como um ligante para a sinaliza¢cdo mediada por TLR2 e
TLR4, importantes na indugéo de respostas do tipo Thl (BECKER et al., 2003).
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Em um estudo in vitro foi demonstrado que células dendriticas de camundongos
C57BL/6 quando co-cultivadas na presenca de Pam3CSK4 (agonista de TLR2) e L.
braziliensis produziam quantidades maiores de 1L-12p40 e menores de IL-10 (VARGAS-
INCHAUSTEGUI et al., 2009). J& a co-infec¢cdo de camundongos BALB/c utilizando L.
major e Pam3CSK4 desencadeou uma forte resposta pré-inflamatoria nos locais de infeccéo,
comprovando seu papel de ativador inflamatorio (HUANG et al., 2015). Sabe-se que o
Pam3CSK4 promove uma forte resposta imune inata e adaptativa, e é considerado uma nova
classe promissora de adjuvante (DUTHIE et al., 2011).

Neste estudo, utilizamos o ligante de TLR2 (Pam3CSK4) em alguns grupos com o
objetivo de induzir uma resposta inflamatoria mais rapida e intensa do que aquela induzida
pela infeccdo por L. braziliensis, que seria responsavel por disparar o efeito anti-inflamatorio
induzido pela ingestdo de Hsp65.

O primeiro trabalho a analisar a resposta imunoldgica no modelo experimental em
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis mostrou que estes animais produziam
menos IL-4 em comparagdo com os animais infectados com L. major. Além disso, 0s animais
infectados com L. braziliensis, quando tratados com anti-IFN-y, apresentavam lesdes
significativamente aumentadas, sem resolucdo da infeccdo (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998).
Desta forma, um mecanismo dependente de IFN-y parece ser responsavel pela morte de L.
braziliensis em camundongos BALB/c. A baixa infectividade deste parasito nesta linhagem
de camundongo poderia ser causada pela incapacidade do parasito em promover uma
producdo forte e sustentada de IL-4, diferentemente do que acontece com a infeccdo por L.
major (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998).

Em camundongos BALBI/c, a infeccdo por L. braziliensis na pata também leva ao
desenvolvimento de lesGes pequenas, ndo ulceradas e que evoluem para a auto-cura.
Entretanto, quando a infeccdo é realizada na derme da orelha, ha a formacdo de pequenas
lesGes ulceradas que posteriormente cicatrizam (INDIANI DE OLIVEIRA et al., 2004; DE
MOURA et al., 2005).

No trabalho de De Moura e colaboradores (2005), a infeccdo por L. braziliensis
foi capaz de reproduzir varios aspectos da infec¢do natural, tais como, a presenca de lesdo
ulcerada, disseminacdo do parasito para os linfonodos e desenvolvimento de uma forte
resposta imunologica tipo Thl, com producdo de IFN-y e IL-17, e expressdo de algumas
quimiocinas pro-inflamatorias (DE MOURA et al., 2005). Neste mesmo modelo, observou-se
também uma resposta imunoldgica Th1/Th2, caracterizada pela presenca de células

secretando IFN-y, IL-4 e a citocina imunorreguladora IL-10, que é diferente da resposta
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polarizada Th2 observada nas infec¢Ges por L. major. Alem disso, os parasitos foram
eliminados do sitio de infeccdo ap6s a cura da lesdo, mas persistiram nos linfonodos de
drenagem, sugerindo que mecanismos imunorregulatérios possam permitir a sobrevivéncia do
parasito (COSTA et al., 2011; FALCAO et al., 2012; DE MOURA et al., 2005). Foi
demonstrado previamente que camundongos C57BL/6 exibem um fenotipo de resisténcia
quando infectados por L. braziliensis, com uma producdo significativamente baixa de IL-4 e
IL-13, a0 mesmo tempo em que IFN-y e iNOS sdo produzidos de maneira significante
(DEKREY et al., 1998).

Outros trabalhos com cepas de L. braziliensis de alta e baixa viruléncia mostraram
que camundongos BALB/c infectados com cepas menos patogénicas controlam mais cedo a
infeccdo, e esse controle estaria associado a presenca de células Natural Killer (NK) no sitio
da lesdo, além do aumento na producdo de IFN-y e da quimiocina CXCL10 logo nas
primeiras horas apds infeccdo (INDIANI DE OLIVEIRA et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005). Entretanto, nas infeccOes causadas por cepas mais patogénicas de L. braziliensis, a
cura mais tardia coincide com a producgéo de IFN-y e com a expressdao de CXCL10, sugerindo
gue essa quimiocina poderia ter um papel importante no controle da doenca (INDIANI DE
OLIVEIRA et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).

Em seres humanos, o controle da replicacdo da Leishmania esta associado ao
desenvolvimento de linfécitos T especificos produtores de IFN-y e TNF-a, capaz de controlar
o0s parasitas pela ativacdo dos macrofagos infectados (BARRAL et al., 1995). Ja as citocinas
IL-10 e TGF-p atuariam como antagonistas da resposta inflamatéria e estariam associadas a
replicacdo dos parasitas nos macréfagos (BARRAL et al., 1995; BOURREAU et al., 2001;
SALHI et al., 2008). Em individuos com LCL, a resposta imune pode variar de
predominantemente do tipo Th1l a uma resposta mista de tipo Thl e tipo Th2 (SCHRIEFER et
al., 2008; CASTELLANO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014). Nos mondcitos circulantes
de pacientes com LCL, existe uma correlacdo positiva entre TNF e IL-10, quando um
aumenta, o outro também aumenta, sugerindo que hd um possivel mecanismo de
compensacdo (GAZE et al., 2006). Durante a LCL, ¢é possivel observar por marcacéo direta a
producdo de TNF e IFN-y por células T em lesGes iniciais que tem associa¢do direta com o
tamanho da lesdo (ANTONELLI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011). Em estagios mais
tardios, a quantidade de transcritos de I1L-10 e TGF-p aumenta, talvez para conter os efeitos
das citocinas inflamatérias (MELBY et al., 1994; HEJAZI et al., 2012).
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Em individuos assintomaticos, a resposta Th1 néo € tdo robusta, produzindo baixa
quantidade de citocinas inflamatérias (TNF e IFN-y) e 1L-10 pelas células mononucleares de
sangue (BITTAR et al., 2007).

Desse modo, com o objetivo de desenvolver uma estratégia que induzisse
mecanismos tolerogénicos e fosse capaz de atenuar a resposta inflamatdria exacerbada
causada pela infeccdo por Leishmania braziliensis, optamos por testar o protocolo de

tolerancia oral.

1.5 TOLERANCIA ORAL

A toleréncia oral (TO) é definida como um estado de supressao da reatividade
imunoldgica frente a antigenos externos, que foram previamente administrados por via oral
(VAZ et al., 1977). Ela é considerada um evento imunoldgico natural, pois ocorre diariamente
com inUmeras proteinas exdgenas ingeridas na alimentagcdo. A microbiota comensal do
intestino, que estd em contato diretamente com a mucosa, forma uma barreira, impedindo que
0s componentes estranhos penetrem no intestino. Desse modo, a tolerancia oral é uma forma
de tolerancia periférica que permite que antigenos exdgenos sejam reconhecidos como
componentes internos através do contato continuo por via oral (FARIA e WEINER, 2005,
2006).

A tolerancia oral afeta de diferentes maneiras varios parametros imunoldgicos, o
gue demonstra a grande importancia deste fenbmeno nas respostas imunes desenvolvidas pelo
organismo (Tabela 2). Através da TO, o organismo é capaz de induzir a diferenciacdo de
células T antigeno-especificas produtoras de citocinas regulatdrias, como IL-10 e TGF-B, e

assim suprimir respostas imunes pro-inflamatérias (FARIA e WEINER, 2005).

Tabela 2. Principais pard@metros imunoldgicos modulados pela tolerancia oral

Inibicdo intensa da producédo de imunoglobulinas (IgM, 1gG e IgE) Faria & Weiner, 2006

Reducéo na resposta proliferativa de linfécitos T especificos Simioni et al., 2004
Supressao da reacdo de hipersensibilidade tardia ou DTH Goubier et al., 2008
Inibicdo da producéo de citocinas inflamatdrias secretadas por Awasthi et al., 2007

linfocitos Thl
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Existem trés mecanismos efetores principais relacionados com a tolerancia oral:
(i) anergia, (ii) delecdo clonal e (iii) inducdo de células T reguladoras. Apds ingestdo, o
antigeno oral pode alcancar o tecido linféide associado ao intestino de varias formas. O
antigeno pode ser capturado pelos processos das células dendriticas que penetram no lumen,
através das células M, ou ser absorvido pelas células epiteliais intestinais. Quando utilizadas
baixas doses de antigenos, estes sdo capturados pelas DCs que possuem um perfil
tolerogénico, migram para o linfonodo mesentérico e favorecem a indugéo de diferentes tipos
de Tregs no intestino, como iTregs CD4'CD25 Foxp3*, nTregs, células Trl, Tregs LAP*
(células Th3), Treg CD8's e células T y5. Por outro lado, doses elevadas de antigenos
favorecem anergia/ delecdo como mecanismo de inducdo de tolerdncia. O figado também
apresenta um papel na inducdo de tolerdncia oral, altas doses de antigeno podem ser
rapidamente absorvidas pelo figado, processadas pelas DCs e induzir anergias e delecGes de

linfocitos T (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de inducéo de tolerancia oral (Adaptado de WEINER et al., 2005)

Ja estd bem estabelecido que a inducdo de tolerancia oral é diretamente
dependente da dose de antigeno administrada. Como demonstrado previamente, baixas doses
de antigeno sdo capazes de induzir a diferenciacdo de células T regulatérias produtoras de
citocinas modulatorias como TGF-f e IL-10, e assim suprimir respostas inflamatorias, além

de mimetizar o que ocorre naturalmente, ja que ingerimos pequenas quantidades de proteina
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ao longo do dia. Por outro lado, altas doses de antigenos parecem favorecer a delecéo clonal
ou anergia de células T especificas do tipo Thl e Th2 (Figura 5) (CHEN et al., 1995;
MARTH et al. 1996; MEYER et al.., 2001; MOWAT et al., 1982; WHITACRE et al., 1991;
MELAMED e FRIEDMAN., 1993; FRIEDMAN e WEINER., 1994; INADA et al., 1997).
Esses diferentes tipos de mecanismo podem também se sobrepor e ndo sdo excludentes
(MILLER et al., 1992; FARIA e WEINER, 2006).

Administracio oral
de antigeno

!

| GALT |

| Baixa dose | /\ | Alta dose |

. 4

Indugio de células T Delecio ou anergia de
regulatdrias produtoras de células Thl e Th2
IL-10 e TGF-B
Supressdo ativa Delecio

clonal/anergia

Figura 5. Mecanismos de tolerancia oral por baixa e alta dose (adaptado de HYUN e BARRETT,
2006)

A inducdo da tolerancia oral vem sendo testada em varios modelos experimentais
de doencas autoimunes, assim como outras condi¢des inflamatorias, onde busca-se um
antigeno alvo especifico para a inducdo de tolerancia. Porém, tem sido demonstrado a
possibilidade de ocorréncia do fendbmeno de supressao cruzada, no qual as células reguladoras
que foram induzidas por antigenos da dieta, por exemplo, sdo capazes de inibir a resposta
imune estimulada por outros antigenos, através da secrecdo de citocinas ndo especificas
(FARIA & WEINER, 2005). Assim, para uma doenca inflamatéria de um 6rgéao especifico,
poderia ser utilizado um antigeno capaz de induzir células reguladoras ndo especificas, que
serdo capazes de migrar para o tecido alvo e suprimir a inflamacgdo, sem a necessidade
adicional do antigeno especifico (FARIA e WEINER, 2006).

Além das células T CD4", as células T reguladoras (Tregs) possuem papel
fundamental na inducéo de tolerancia oral. As células Tregs foram descritas primeiramente na

década de 70, denominadas como células supressoras constituidas de células T CD8".
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Posteriormente, essas células foram identificadas como sendo CD4"CD25" (SAKAGUCHI et
al., 1995). O CD25 € a cadeia alpha do receptor da IL-2, a qual demonstrou-se ser
fundamental na funcdo reguladora desse tipo celular (SAKAGUCHI et al., 2008).
Atualmente, sabe-se da existéncia de diferentes subtipos de células Tregs: (i) Tregs naturais
(CD25"Foxp3™), (ii) Tregs induzidas (CD4'CD25"Foxp3), (iii) Tregs Th3 dependentes de
TGF-B (LAP — Latency Associated Peptide), (iv) células do tipo Trl e (v) Tregs CD8". Todos
os subtipos celulares de Tregs podem ser ativados ou induzidos por diferentes antigenos
administrados por via oral. O Foxp3 (“forkhead box protein 3”) é um fator de transcricdo
nuclear chave envolvido no desenvolvimento de células Tregs naturais derivadas do timo. O
LAP é um pro-peptideo ligado & superficie celular, que est4 associado ndo covalentemente ao
dominio amino-terminal do TGF-B, formando um complexo TGF-latente. As células Tregs do
tipo Trl, produtoras de IL-10, tem papel na inducdo de tolerancia e sdo preferencialmente
induzidas por baixa dose de antigenos via nasal (TSUJI et al., 2001; LI e FLAVELL, 2008).

As células Tregs sdo geradas como resultado da apresentacdo de antigeno pelas
células apresentadoras de antigeno (APCs) presentes na mucosa, que induzem
preferencialmente a producdo de TGF-B, IL-10 e IL-4 (VINEY et al., 1998; SIMIONI et al.,
2004). Posteriormente, as Tregs migram para os Orgdos linféides, inibindo a geracdo de
células efetoras e suprimindo a resposta imunolégica através da liberagdo de citocinas anti-
inflamatdrias ndo especificas (FARIA e WEINER, 1999; 2005; 2006). Alguns autores
demostraram que os linfonodos mesentéricos encontrados no intestino tem importancia
relevante para a inducdo de tolerancia oral. Moléculas de superficie de células Tregs, assim
como mediadores inibitérios podem agir desativando as APCs que tentam ativar células T
efetoras (KRAUS et al., 2005; SPAHN et al., 2001; 2002).

As células dendriticas encontradas no intestino, mais precisamente do tipo
CD103" possuem propriedades que levam a inducdo de células Tregs CD4 Foxp3®, a partir
das células precursoras Foxp3. Uma das caracteristicas das células Tregs do tipo Th3
induzidas na mucosa é a expressdo de LAP na superficie celular. Quando essa forma
precursora € liberada da célula, enzimas como a trombospondina-1 agem na clivagem do LAP
e 0 TGF-B ativo ¢é liberado (WEINER et al., 2011; OIDA et al., 2003). No modelo de
encefalomielite experimental autoimune (EAE), as células Th3 foram identificadas como
células supressoras apds a inducgdo de toleréncia oral utilizando o antigeno de mielina. Foi
observado que as células Th3 estariam atuando através da producdo de TGF-B (MILLER et
al., 1992). Outros autores demonstraram também que o TGF-p ¢ capaz de induzir a expressao
de LAP em células TCD4", independente da inducgdo de Foxp3 (OIDA & WEINER, 2010).
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Em um modelo experimental de colite foi identificado uma populacao de linfocitos T com o
fendtipo CD4"CD25LAP™ no bago de camundongos (OIDA et al., 2003).

Mais recentemente, diferentes estudos de Weiner e colaboradores (2011),
demonstraram que as células Th3 seriam células do tipo CD4"CD25 Foxp3'LAP" presentes
em orgaos linfoides periféricos, que seriam ativadas no intestino por sinalizagéo via receptor
de células T (TCR), induzida por antigenos administrados por via oral. Esse processo, entdo,
aumentaria suas propriedades regulatérias e daria inicio a cascata regulatoria intestinal. As
células Th3 Foxp3™ produzem TGF-B, que pode agir de diversas formas, na manutenc¢do de
células Tregs CD4"CD25 Foxp3* naturais, além de agir em células Foxp3’, convertendo-as
em Tregs CD4"CD25 Foxp3 LAP induzidas. Por outro lado, 0 TGF-R, juntamente com a IL-
6, é capaz de induzir uma resposta do tipo Th17, além de suprimir as respostas do tipo Thl e
Th2, gerando uma resposta inflamatoéria sistémica. Acredita-se que as células Tregs Th3,
induzidas no intestino, possam migrar em direcdo a um estimulo infeccioso e entdo
desempenhar propriedades imunoregulatérias generalizadas, como a inducdo de tolerancia
infecciosa (WEINER et al., 2011).

Assim, as bactérias lacticas da espécie Lactococcus lactis poderiam ser uma
importante ferramenta para induzir os mecanismos regulatérios na mucosa, funcionando como
vetor e liberando lentamente o antigeno nesse sitio, gerando células reguladoras capazes de

atenuar os efeitos inflamatorios da infecgdo por Leishmania braziliensis.

1.6 BACTERIAS LACTICAS E LACTOCOCCUS LACTIS

As bactérias acido lacticas (BL) sdo amplamente utilizadas na industria de
alimentos como, por exemplo, queijos, iogurtes e leites fermentados. Elas recebem essa
nomeacao por serem um grupo de bactérias Gram-positivas, ndo patogénicas, e terem como
principal produto metabdlico o &cido lactico, resultado da fermentacdo de carboidratos.
Diversas espécies de bactérias lacticas, por serem utilizadas em processos de fermentacao de
alimentos, j& foram consideradas seguras e adquiriram o status de GRAS (Generally
Recognized As Safe). As principais espécies que compdem o grupo sdo Lactobacillus,
Leuconostoc, Pedicoccus, Streptococcus e Lactococcus, dentre outras. Algumas espécies
tambem fazem parte da microbiota normal humana (STEIDLER e ROTTIERS, 2006;
WELLS e MERCEINER, 2008; DE VRESE et al., 2001; CARR et al., 2002).

Mais recentemente, o uso das bactérias lacteas como vetores vivos para a

apresentacdo e entrega de antigenos ou de DNA na superficie das mucosas vem sendo
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amplamente estudado (MIYOSHI et al., 2004). Diversos trabalhos ja avaliaram a utilizacéo
destas bactérias, entre elas os Lactobacillus sp e os Lactococcus sp. Neste sentido, diferentes
sistemas de expressdo empregando BL j& foram desenvolvidos para a producdo e liberagéo
controlada e direcionada de antigenos na mucosa gastrointestinal (PONTES et al., 2011). Ao
contrario dos microoganismos patogénicos, as BL podem ser continuamente utilizadas em
programas de imunizacgdo, ja que ndo possuem LPS em sua parede celular, o que elimina os
riscos de reacBes adversas decorrentes de choque séptico por endotoxina (MERCENIER et
al., 2000).

A bactéria Lactococcus lactis (L. lactis) € a espécie mais bem caracterizada do
género, sendo bastante empregada por ser a primeira bactéria lactea com genoma
completamente sequenciado. Além disso, L. lactis sdo bactérias Gram-positivas, mesofilas,
ndo invasivas, que ndo produzem endotoxinas ou qualquer outro produto metabolico toxico, e
secretam um numero reduzido de proteinas (BOLOTIN et al., 2001). Por possuir uma
variedade de ferramentas genéticas ja desenvolvidas, L. lactis € uma das bactérias mais
amplamente utilizada na inddstria de laticinios, sendo uma espécie de facil manipulacéo e de
classificacgio GRAS (BOLOTIN et al.,, 2001; STEIDLER et al., 1998; STDEIDLER e
ROTTIERS, 2006; WELLS e MERCENIER, 2008).

No final da década de 90, Steidler e colaboradores desenvolveram a primeira
cepa de L. lactis geneticamente modificada, capaz de produzir e secretar citocinas como IL-2,
IL-6 e IL-10, testadas em diversos modelos experimentais (STEIDLER et al., 1998). A
bactéria modificada para produzir IL-10 foi a mais bem sucedida, sendo capaz de prevenir a
colite experimental induzida por DSS (dextran sulfato de s6dio) em camundongos deficientes
para IL-10 (STEIDLER et al., 2000).

O grupo de Faria e colaboradores demonstrou, em diferentes modelos
experimentais, que a ingestdo continua é o modo mais eficaz de se induzir tolerancia oral.
Esse protocolo de administracdo oral foi capaz de induzir tolerancia em camundongos idosos
e refratérios a inducdo por gavagem a ovalbumina (FARIA et al., 1998). Em outro estudo
utilizando esta mesma abordagem experimental, o grupo mais uma vez observou que a
tolerancia oral foi capaz de inibir de forma eficaz o surgimento de encefalomielite autoimune
experimental (FARIA et al., 2003). Posteriormente, como uma alternativa desenvolvida para
mimetizar os efeitos da ingestdo continua de antigenos, procedeu-se ao uso de bactérias
lacticas geneticamente modificadas produtoras de proteinas heterdlogas. As bactérias séo
capazes de liberar de forma lenta e gradual o antigeno na mucosa, tendo o potencial promissor

de reproduzir em humanos os efeitos que foram demonstrados em modelos experimentais de
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tolerancia oral por ingestdo continua voluntaria (ROTTIERS et al., 2009). Neste sentido, a
capacidade de L. lactis em induzir tolerancia oral foi avaliada, utilizando-se a bactéria
modificada geneticamente para produzir ovalbumina (LI-Ova). Observou-se que a bactéria
secretora induziu aumento de IL-10 ap6s o estimulo com o mesmo antigeno, tanto pelo tecido
linféide associado a mucosa como pelo baco, além de promover a geracdo de células Treg
induzidas (HUIBERGTSE et al., 2007; MAILLARD e SNAPPER, 2007).

1.7 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPS)

As proteinas de choque término ou Heat Schok Proteins (Hsps) constituem
uma classe funcional de proteinas encontradas em todos os organismos vivos, desde bactéria a
seres humanos, e cuja expressdao € aumentada quando as células sdo expostas a elevadas
temperaturas ou outros tipos de estresse. Em condi¢cdes normais, elas também séo encontradas
em baixas quantidades e desempenham papel vital no funcionamento da célula (LINDQUIST
e CRAIG, 1988; ELLIS, 1990). Essas proteinas sdo altamente homdélogas entre as diferentes
espécies, provavelmente por exercerem fungbes béasicas na manutencdo da célula, sendo
consideradas “chaperonas” intracelulares. Possuem um papel importante na reciclagem
celular de proteinas, pois favorecem a destruicdo por proteassomas (BORGES e RAMOS,
2005; WALTER e BUCHNER, 2002), e participam das vias de sinalizacdo de sobrevivéncia
da célula (CHUN et al., 2010).

As Hsps sdo classificadas de acordo com seu peso molecular em kilodaltons
(kDa), sendo as mais estudadas a Hsp60, Hsp70 e Hsp90, referem-se aos pesos de 60, 70 e 90
kDa, respectivamente (ELLIS, 1990). Elas podem estar presentes tanto na parede celular,
como serem secretadas pela célula, apesar de serem consideradas proteinas citosolicas
(GULLO e TEOH, 2004). Quando secretadas ou associadas a membrana sdo capazes de
interagir com células do sistema imune mediando respostas imunoldgicas (SCHMITT et al.,
2007).

Contudo, uma das fungdes mais importantes das Hsps esta relacionada com sua
influéncia na regulacdo do sistema imune (NISHIKAWA et al., 2008). As Hsps podem ativar
0 sistema imune através de diversos receptores de superficie, como TLR2, TLR4, CD14,
CD91 e CD40 (BINDER et al., 2004). A HSP60, por exemplo, parece afetar a inflamagéo por
dois mecanismos diferentes: (i) como ligante para receptores da imunidade inata, como 0s
receptores do tipo Toll 2 (TLR-2) (ZANIN-ZHOROV et al., 2006), levando a inibigdo na

migracdo de células T e consequente reducdo da entrada dessas células no sitio inflamatorio
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(ZANIN-ZHOROQV et al., 2003, 2005), e (ii) como antigeno reconhecido por receptores da
imunidade adaptativa (QUINTANA et al., 2008). Apos a ligacdo ao TLR-2, a HSP60 leva ao
aumento na producdo de IL-10 e reducdo de IFN-y e TNF-a pelas células T ( ZANIN-
ZHOROQV et al., 2003, 2005). Outros trabalhos demonstraram que a HSP60 possui papel
importante tanto na sobrevivéncia quanto na funcdo de células T reguladoras
CD4'CD25"Foxp3" (ZANIN-ZHOROV et al., 2006), além de induzirem a diferenciacdo de
células T CD4"CD25 em células T reguladoras CD4*CD25"" derivadas de pacientes com
artrite idiopatica juvenil (JIA) (VAN EDEN et al., 2005; DE KLEER et al., 2004). Também
foi demonstrado em modelo experimental de artrite que a HSP70 proveniente de
micobactérias exerce importantes fun¢es imunorregulatérias (VAN EDEN et al., 2005).
Além disso, a administracdo oral de Hsp65 derivada do Mycobacterium leprae, proteina
homologa a Hsp60 dos mamiferos, também mostrou ser capaz de induzir tolerancia oral e
promover protecdo contra aterosclerose em camundongos (MARON et al., 2002; HARATS et
a., 2002) e artrite adjuvante em ratos (COBELENS et al., 2002).

Baseado em todos esses trabalhos, as Hsps, parecem ser importantes candidatas
para a inducdo de células T reguladoras, tornando-se uma potencial alternativa para 0 uso
terapéutico da tolerancia oral em doengas inflamatérias e autoimunes (REZENDE et al.,
2013).
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose cutanea € caracterizada por uma lesdo de bordas elevadas com
fundo necrotico, e presenca de infiltrado inflamatério com poucos parasitas. Embora citocinas
inflamatdrias sejam fundamentais para a destruicdo do parasita, sua presenc¢a, sem um sistema
adequado de regulagdo leva a formacdo da lesdo. Assim, é importante encontrar-se 0
equilibrio entre a inflamac&o e a regulacéo da resposta imune com a finalidade de se destruir o
parasita e diminuir o ambiente inflamatério induzido pela infeccdo. Neste contexto, as células
reguladoras e citocinas imunomodulatorias possuem papel crucial na reducdo dos efeitos
inflamatorios.

Nos ultimos anos, a tolerancia oral tem sido utilizada com sucesso em varios
modelos experimentais de doencas autoimunes, tais como encefalomielite alérgica
experimental (EAE), diabetes e artrite, bem como em outras condi¢des inflamatdrias tais
como colite e alergias. Seu uso leva a supressao da resposta imune pré-inflamatoria através da
inducdo de células T antigeno-especificas secretoras de diferentes citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10 e TGF-p (FARIA e WEINER, 2005).

Desse modo, as proteinas de choque térmico (Hsps), reconhecidas como antigenos
proprios, podem servir como candidatas promissoras para a indugdo de mecanismos
reguladores. Uma das funcbes mais promissoras das Hsps estd relacionada com a sua
capacidade de regulacdo do sistema imune, sendo alternativas promissoras para o tratamento
de doencas inflamatorias e autoimune (REZENDE et al., 2013). Estudos tém demonstrado
que Lactococcus lactis recombinantes produtores de HSP65 possuem atividade
imunorreguladora capaz de induzir toleréncia oral e promover protecdo contra aterosclerose,
encefalomielite e colite em camundongos (MARON et al., 2002; HARATS et al., 2002;
REZENDE et al., 2013; GOMES-SANTOS et al.,2017) e artrite adjuvante em ratos
(COBELENS et al.,2002) através da inducéo de tolerancia oral.

Assim, com o objetivo de desenvolver uma estratégia que induzisse mecanismos
tolerogénicos e atenuasse a resposta inflamatoria exacerbada causada pela infec¢do por
Leishmania braziliensis, utilizamos um método de entrega da Hsp65 derivada da
Mycobacterium leprae diretamente no intestino, desenvolvido pelo grupo de Miyoshi e
colaboradores em 2004 (UFMG) e cedido pelo grupo de Dra. Ana Caetano Faria (UFMG).
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3. HIPOTESE

A administracdo oral de Lactococcus lactis produtor de Hsp65, com e sem
adjuvante (PAM3CSK4), em camundongos BALB/c contribui para a atenuacao da inflamacéo

em animais infectados por via intradérmica com Leishmania braziliensis
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar o potencial imunomodulatério da administracdo oral de Lactococcus lactis produtor
de Hsp65, com e sem adjuvante, no modelo experimental de leishmaniose cutanea causada

pela Leishmania braziliensis em camundongos BALB/c.

4.2 ESPECIFICOS

4.2.1. Avaliar se a administracdo de Lactococcus lactis produtor de Hsp65 com e sem
adjuvante antes da infeccéo por Leishmania braziliensis interfere:

a) Na inflamacdo causada pela infeccdo por L. braziliensis;

b) No desenvolvimento da leséo e carga parasitaria apos a infeccao por L. braziliensis;

c) Na produgéo de citocinas imunomodulatorias pelos 6rgéos linfoides;

d) Na expressdo de marcadores envolvidos com a inducéo de tolerancia oral,

e) No perfil de células recrutadas para o sitio inflamatério.
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5. DESENHO EXPERIMENTAL

Administracdo via oral Administracdo via oral
L. lactis plasmideo vazio L. lactis HSP65
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
“Lb” “Vazio” “HSP" “HSP+PAM" “PAM”

|
l 8 dias (apds administracio)

10 dias (apés administragio)

Inoculacio do
PAM3CSK4 via
intraperitoneal

|

Infeccdo da orelha com 2x10° de promastigotas
metaciclicas de Leishmania braziliensis

Figura 6. Desenho experimental dos estudos in vivo
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 ANIMAIS

Para os experimentos in vivo, foram utilizados 360 camundongos BALB/c fémeas
(Mus muscullus), com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Instituto Gongalo
Moniz/FIOCRUZ-BAHIA, sendo 120 animais por experimento (repetido 3x). Os animais
foram mantidos a temperatura ambiente, com racdo comercial apropriada e dgua ad libitum
em microisoladores apropriados para criacdo. O projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - Instituto Gongalo Moniz/FIOCRUZ-BA),
protocolo de aprovacao N° 006/2013.

6.2 LINHAGENS BACTERIANAS E ACONDICIONAMENTO BIOLOGICO

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 3. O
meio de cultivo utilizado para o crescimento de L. lactis foi o M17 (Difco, USA),
suplementado com 0,5% de glicose (Merck) ou 1% de xilose (GM17 ou XM17,
respectivamente). Para o cultivo das bactérias, 10pug/ml do antibiético cloranfenicol (Sigma)
foi adicionado. As bactérias foram crescidas a 30 °C sem agitacdo. A HSP65 produzida por L.
lactis ndo contém LPS. Além disso, foi estimado por Western Blotting que o L. lactis produtor
de HSP na forma secretada (L. lactispSEC) produz cerca de 7mg/l de HSP65 (AZEVEDO,
2009).

Os meios de cultura e as solucdes utilizadas para o cultivo do L. lactis foram:

e Glicose (40% p/v): 40g de Glicose (Merck) foram dissolvidas em uma quantidade
suficiente para 100 ml de &gua pura. Em condicGes de esterilidade, a solucdo foi
filtrada utilizando filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada e posteriormente
acondicionada a 4 °C.

e Xilose (25% p/v): 25 g de xilose foram dissolvidas em 100 ml de agua ultrapura. Em
condices de esterilidade, a solugéo foi filtrada utilizando filtro de 0,22 um (Corning),
aliguotada e em seguida acondicionada a - 20 °C.

e Cloranfenicol (10mg/ml): 100 mg de cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10
ml de Alcool etilico PA (Merck). Dentro do fluxo laminar, a solucdo foi filtrada
utilizando filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada e em seguida acondicionada a - 20
°C.
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e M17 liquido: 37,5 g de M17 foram pesados em balanca analitica, e em seguida
dissolvidos em 950 ml de agua ultrapura. A solucéo foi homogeneizada utilizando um
agitador magnético, e o pH foi ajustado para 6,9 antes da esterilizacdo durante 15
minutos a 120 °C.

e M17 + Glicose (GM17): Meio M17 acrescido de Glicose 0,5% estéril.

e M17 + Xilose (XM17): Meio M17 acrescido de Xilose 1% estéril.

Tabela 3: Linhagens bacterianas utilizadas.

Espécie Linhagem Fonte

L. lactis NCDO2118 L. lactis subsp. Lactis Laboratdrio de
Genética Celular e
Molecular (LGCM)
da Universidade
Federal de Minas
Gerais

L. lactis pSEC: HSP65 | L. lactis NCDO2118 portadora do Rocha, 2007
vetor de expressédo
pXyIT:SEC:HSP65/Cm' contendo a
sequéncia codificadora do peptideo
sinal da proteina Usp45 (SPuysp) de
L. lactis fusionada a ORF HSP65 de
M. leprae sob o controle do promotor
I:)xyIT

Cm": Resisténcia ao antibiotico cloranfenicol

ORF: Open Reading frame (Sequéncia de leitura aberta)
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Figura 7. Representacdo dos vetores de expressdo pXylT:SEC:Hsp65. PxylT: Promotor induzido
por xilose. RBS: Sitio de ligacdo do ribossomo da sequéncia codificadora da proteina Usp45 de L.
lactis. PS: Peptideo sinal da proteina Usp45. Nsil e EcoRlI: 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.

6.3 INDUCAO DA EXPRESSAO GENICA EM L. LACTIS

Dois processos foram necessarios para a inducdo da expressdo da proteina de
interesse pela bactéria: (1) o indculo, feito para estimular a proliferacdo bacteriana e (2) o
induzido no qual ocorre a inducdo da expressdo da proteina de interesse que sera expressa

pela bactéria geneticamente modificada.

Dia 1: In6culo

Colbnias isoladas de L. lactispSEC:HSP65 e L. lactisNCDO2118 contendo
plasmideo vazio (10 ul) foram individualmente inoculadas em 5 ml de meio GM17 (meio de
cultura M17 acrescido de glicose) suplementado com cloranfenicol na concentracdo de 10
pg/ml. Os indculos permaneceram em estufa a 30 °C por 24 horas, sem agitacdo. O indculo
foi preparado sempre no horario entre 16-18:00 horas.

Dia 2: Inducao

Apds incubacdo overnight, as culturas crescidas foram diluidas (1:10.000) em
meio XM17 (meio e cultura M17 acrescido de xilose) em volume determinado em funcéo do
namero de animais a serem tratados, levando-se em consideracdo que cada animal ingere uma
média de 5 ml de liquido por dia (7mg/ml de HSP65). A inducdo também foi realizada sempre

no horario entre 16-18:00 horas, em condigdes de esterilidade.
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Dia 3-6: Administracéo oral

As culturas de bactérias em meio M17 foram acondicionadas em mamadeiras de
vidro estéreis para administracdo aos camundongos. A administracao oral foi realizada por 4
dias consecutivos, e as mamadeiras trocadas a cada 24 h, seguindo o protocolo ja estabelecido

por Gomes-Santos et al., 2017 e Rezende et al., 2013.

6.4 ADMINISTRACAO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Camundongos BALB/c receberam por via oral as diferentes linhagens de L. lactis,
considerando-se a ingestdo de 5 ml/dia de liquido para cada animal. A administracdo das
bactérias foi realizada 10 dias antes da infeccdo com Leishmania braziliensis (L. braziliensis).
Em 2 grupos (um que recebeu Hsp65 e outro ndo) foram administradas uma dose
intraperitoneal de 20 ug de PAM3CSK4 (InvivoGen), 48 horas antes da infeccao.

Em resumo, os animais foram aletoriamente distribuidos em grupos de 5 animais

cada, conforme abaixo descrito:

Grupo 1 (Lb): Camundongos infectados com Leishmania braziliensis.

Grupo 2 (Vazio): Camundongos administrados com o “plasmideo vazio” de L. lactis e
infectados com Leishmania braziliensis 10 ap6s a administracao.

Grupo 3 (HSP): Camundongos administrados com L. lactis produzindo a forma secretada do
antigeno (L. lactispSEC:HSP65) e infectados com Leishmania braziliensis 10 dias apos a
administragao.

Grupo 4 (HSP+PAM): Camundongos administrados com L. lactis produzindo a forma
secretada do antigeno (L. lactispSEC:HSP65), que foram inoculados com PAM3SCK4 (48
horas antes da infeccdo) e infectados com Leishmania braziliensis 10 dias ap6s a
administragao.

Grupo 5 (PAM): Camundongos inoculados com PAM3CSK4 (48 horas antes da infeccdo) e

infectados com Leishmania braziliensis.

6.5 PARASITAS

As promastigotas de Leishmania braziliensis (cepa MHOM/BR/01/BA788)

utilizadas nos experimentos foram cultivadas em meio Schneider (Sigma Chemical Co., St
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Loius, MO, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado (Gibco, USA), L-
glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) a 23 °C por
aproximadamente 7 dias, quando o0s parasitas atingem a fase estacionaria. Para garantir a

viruléncia, s6 foram utilizados parasitas até a 5% passagem.

6.6 INFECCAO EXPERIMENTAL

Dez dias ap0s a administracdo oral do L. lactis, os camundongos foram desafiados
na orelha esquerda por via intradérmica (i.d.), utilizando-se seringas com agulha 30G, com
uma concentragdo de 2 x 10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis, na fase
estacionaria de crescimento, em um volume final de 10 pl de solucéo salina 0,9%. As formas
metaciclicas foram purificadas utilizando a lectina Bauhinia purplrea, como previamente
descrito (Pinto-da-Silva et al., 2002). Os animais dos grupos controle, que receberam o pré-
tratamento com L. lactis, também receberam o desafio com L. braziliensis. A espessura das
lesBes na orelha foi mensurada semanalmente, utilizando um paquimetro digital (Thomas
Scientific, USA).

6.7 DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA

A carga parasitaria foi determinada pelo ensaio de diluicdo limitante, como
previamente descrito (BELKAID, et al., 1998). Os animais foram eutanasiados nos periodos
de 2, 6, 10, e 12 semanas apoés a infeccdo, para extracdo dos linfonodos drenantes e orelhas
infectadas. Apds extracdo em condicdes de esterilidade, os érgdos foram macerados em 2 mL
de meio Schneider utilizando peneira celular de (tamanho de poro de 40 um) e posteriormente
centrifugados a 1500 rpm, a 4 °C, durante 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 1
ml de RPMI Suplementado e diluido de forma seriada em placa de 96 pocos com fundo chato,
contendo meio Schneider suplementado. As placas foram seladas e incubadas a 25 °C durante
2 semanas. Os pocos foram observados em microscépio dptico invertido, aumento 20X

(Nikkon), de 3 em 3 dias, para o registro das dilui¢cdes que continham promastigotas.

6.8 CULTURA DE CELULAS

Culturas foram realizadas a partir de células extraidas do bacgo, linfonodo

drenante e linfonodos mesentéricos foram homogeneizadas e centrifugadas a 1500 rpm por 10
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minutos a 4 °C. A lise das hemacias do baco foi realizada com tampéo de lise (Sigma). As
células foram novamente centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 1640 pH 7,2 (LGC
Biotecnologia), suplementado com 10% de soro bovino fetal, L-glutamina (2 mM), penicilina
(100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), HEPES (25 mM) (Sigma, St. Louis, Missouri) ¢ -
mercaptoetanol (50 uM) (Amersham Pharmacia Biotech). As células foram contadas em
microscépio 6ptico e ajustadas para a concentracdo de 1 x 10° células/180ul em RPMI
suplementado, adicionadas em placas de fundo chato (200 pL), 96 pocos, e re-estimuladas
com promastigotas de L. braziliensis na concentragdo de 5 x 10° células/20 pl (proporgéo de
5:1) ou com 5 pg/mL de Concanavalina A (Sigma-Aldrich). Ap6s 72 h de incubacdo em
estufa a 37 °C, 5% CO,, os sobrenadantes das culturas foram coletados para a dosagem de
citocinas. Para os ensaios de citometria de fluxo, as células foram ativadas na presenca de
anti-CD3 e anti-CD28, posteriormente incubadas com Brefeldina A (10 pug/ml) em estufa a 37
OC, 5% CO,, e entdo coletadas para analise. Estes experimentos foram realizados em cada

ponto de sacrificio.

6.9 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Os niveis das citocinas IL-10, IFN-y, TGF-B e IL-4 foram determinados por
ELISA nos sobrenadantes obtidos da cultura de células do bagco e linfonodo drenante
(MARON et al., 1999). Para tal, foram utilizados anticorpos monoclonais (eBioscience) anti-
IL-10, anti-IFN-y, anti-TGF-B e anti-IL-4 murinos. Brevemente, placas de 96 pog¢os de fundo
chato (Nunc) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura anti-citocina purificado na
concentracdo determinada pelo fabricante. Apos incubagdo por aproximadamente 18 h a 4 °C,
0s pocos foram lavados com PBS contendo Tween 20 a 0,05%. Em seguida, realizou-se o
blogueio dos sitios de unido inespecifica por 1 hora a temperatura ambiente. Apos lavagem, as
amostras e padrdes foram adicionados e incubados por 2 h a temperatura ambiente. Para o
TGF-B, foi feita a ativagdo das amostras em placas a parte, conforme descrito pelo fabricante
do kit. Apos lavagem, a placa foi incubada com o anticorpo de detec¢do conjugado com
biotina por 1 h a T? ambiente. Ap6s esse periodo, a placa foi lavada novamente e incubada
com estreptavidina conjugada com peroxidase por 30 minutos a T* ambiente. Apds a Ultima
lavagem, a placa foi incubada com tetrametilbenzidina (TMB) por 15 minutos, protegida da
luz. A reacéo foi finalizada com acido sulfurico (2N) e a leitura foi realizada no comprimento
de onda de 450nm em leitor de ELISA (Molecular DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, USA). Os

resultados foram analisados utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices,
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Sunnyvale, CA, USA) e a curva de 4 parametros. Os limites de deteccdo de cada citocina
foram, 32-4000pg/ml para IL-10, 15-2000pg/ml para IFN-y, 8-1000pg/ml para TGF-p, 4-
500pg/ml para IL-4 e 4-500pg/ml para IL-17.

6.10 DETECCAO DE CITOCINAS INTRACELULARES POR CITOMETRIA DE FLUXO

Células provenientes de linfonodos mesentéricos e drenantes de animais de cada
grupo experimental foram bloqueadas com anticorpo anti-Fc block (2.4G2) durante 30
minutos e lavadas com 100 ul/pogco de PBS com SBF e centrifugadas a 1800 rpm por 5
minutos. Apos descartar o sobrenadante, as células foram marcadas com anti-CD4 (RM4-4) e
anti-LAP (TW7-16B4) e incubadas por 30 minutos a 4 °C, em auséncia de luz. Ap6s lavagem,
foi realizada a marcacdo intracelular das citocinas e do Foxp3, as células foram
permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm durante 20 minutos e incubadas com anticorpos anti-
citocinas conjugados com diferentes fluorocromos. Utilizamos os seguintes anticorpos: anti-
IL-10 (JES5-16E3), anti-IFN-y (XMG1.2) e Foxp3 (FIJK-16s). Um minimo de 100.000

eventos foram adquiridos usando o citometro de fluxo Fortessa (FACS, BD® Biosciences).
6.11 ANALISE DA CITOMETRIA DE FLUXO

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 nao foram
marcadas com o anticorpo Live/dead, e destas foram selecionados os linfocitos CD4". A
populacdo positiva para os outros marcadores (IFN-y*, IL-10%, LAP" e Foxp3*) foi
selecionada em conjunto com o marcador de CD4" (regido duplo positiva). Os Dot plots

representativos das estratégias de andlise estéo ilustrados nas a seguir (Figura 7).
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Figura 8. Dot plots das estratégias de gating para a analise das citocinas intracelulares por citometria
de fluxo.

6.12 ANALISE HISTOPATOLOGICA DA LESAO

As orelhas infectadas foram removidas apds a eutanasia dos animais nos
tempos de 2, 6 e 10 semanas da infeccdo. Apds 24 horas de fixacdo em formaldeido a 10%, as
amostras foram processadas e embebidas em parafina para a confeccéo de cortes histoldgicos
com seccOes de 5 um de espessura, que foram corados com hematoxilina e eosina e
posteriormente analisados por microscopia Optica. Cada pardmetro foi avaliado segundo
presenca ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia), T (presenca de 1-25%), T+
(presenca de 25-50%) e 11 (>50%). A analise dos parametros histopatologicos foi feita
levando-se em conta os escores de cada animal. Orelhas de animais sadios foram utilizadas

como controle negativo.

6.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino &
Pearson, e analisados estatisticamente utilizando Andlise de variancia One-way (ANOVA),
com pos-teste de Tukey para dados paramétricos, e Krukal-Wallis com pos-teste de Dunns
para dados ndo-paramétricos, afim de calcular a significancia entre os grupos. Os resultados
foram apresentados com média aritmética ou mediana, e desvio padrdo. Os testes foram
realizados utilizando-se o Programa GraphPad Prism® versdo 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Em todos os testes utilizados, a significancia minima foi aceita quando p <
0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 LESOES DE CAMUNDONGOS BALB/C ADMINISTRADOS COM L. LACTIS
PRODUTOR DE HSP65 APOS INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Para avaliar se a administragdo de L. lactis produtor de Hsp65 era capaz de reduzir
a inflamagdo causada pela infecgdo por L. braziliensis, acompanhou-se o aparecimento de
lesGes na orelha dos animais infectados. Nossos resultados mostraram que 6 semanas apos a
infeccdo (Fig. 9a), os grupos HSP e HSP+ PAM apresentaram uma resposta inflamatéria
menos intensa, do ponto de vista macroscépico. Apds 10 semanas de infeccdo (Fig. 9b), este
perfil persistiu nos grupos que foram pré-administrados com L. lactis produtor de Hsp65
(HSP e HSP+PAM), apresentando diminuicdo na inflamacdo das lesdes comparada aos

grupos controles (Lb, Vazio e PAM), e sem ulceracdo na maioria dos animais.

6 semanas

HSP+Pam

10 semanas

Lb Vazio HSP HSP+Pam Pam

Figura 9. Desenvolvimento das lesdes em camundongos BALB/c administrados com L. lactis
produtor de HSP65 e infectados com L. braziliensis. Camundongos BALB/c receberam oralmente por
4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccéo foi realizada 10
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dias ap6s a administracéo oral, através da inoculaco intradérmica de 2x10° promastigotas metaciclicas
de L. braziliensis em fase estacionaria na orelha esquerda de camundongos BALB/c. Dois dias antes
da infeccdo, os grupos HSP + PAM e PAM receberam administracdo intraperitoneal de PAM3CSK4.
As lesBes foram fotografadas com 6 (a) e 10 (b) semanas ap6s a infeccao. As fotos sdo representativas
dos grupos de animais avaliados.

7.2 CINETICA DAS LESOES DE CAMUNDONGOS BALB/C ADMINISTRADOS COM
L. LACTIS PRODUTOR DE HSP65 APOS INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Com o objetivo de avaliar se a administracdo de L. lactis produtor de Hsp65
também era capaz de influenciar nas dimensdes das lesGes causadas pela infeccdo por L.
braziliensis, foi realizada a mensuracdo semanal do tamanho das lesbes nas orelhas dos
animais infectados. Em todos 0s grupos experimentais, o inicio das lesbes cutaneas dos
animais ocorreu a partir da quarta semana pos-infeccdo. Os animais dos grupos HSP e
HSP+PAM desenvolveram lesGes menores durante todo o periodo acompanhado, e
mostraram reducdo no tamanho quando comparados com 0s grupos controles Lb, Vazio e
PAM entre a 7 * e 10® semana apds a infeccdo (Fig. 10a). A diferenca nas espessuras das
lesGes entre os grupos HSP e Vazio mostrou-se estatisticamente significante (evidenciado

pelo *), assim como quando comparamos 0s grupos HSP+PAM e PAM (Fig. 10b e c).
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Figura 10. Cinética das lesdes cutaneas em camundongos BALB/c administrados com L. lactis
produtor de Hsp65 e infectados com L. braziliensis. Camundongos BALB/c receberam oralmente
por 4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infecgdo foi realizada
na orelha esquerda 10 dias apds a administragdo com 2x10° promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis em fase estacionaria. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infec¢do. Grupos: Lb: animais infectados com L. braziliensis; Vazio:
animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio; HSP:
animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65; HSP+PAM:
animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65 e PAM3CSK4 via
i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via i.p. (a-c): A
espessura da lesdo foi acompanhada com medi¢fes semanais utilizando paquimetro digital. Os dados
representam as médias aritméticas £ DP de cada grupo. As figuras b e ¢ sdo provenientes da figura a,
para facilitar a comparagdo. (d): A éarea sob a curva foi construida utilizando dados das medidas de
lesdo de cada grupo. Foi utilizado teste t de Student para comparagdo de dois grupos. Foi atribuido *
para valores de P<0,05, ** para P<0.001.
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7.3 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA NO SIiTIO DE INOCULACAO E NO
LINFONODO DE DRENAGEM DA LESAO EM CAMUNDONGOS BALB/C APOS
INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Para avaliar se a espessura das lesbes estava relacionada com o numero de
parasitos presentes no sitio de inoculacdo e no linfonodo de drenagem da leséo, a carga
parasitaria destes sitios foi determinada apds 2, 6, 10 e 12 semanas apoés a infeccao.

Nos animais que receberam o L. lactis produtor de Hsp65 (HSP), o nimero de
parasitos na lesdo se mostrou elevado nos tempos de 2 e 6 semanas (Fig. 11a e 11b)
comparado aos grupos restantes. Porém, diferente dos animais que receberam L. lactis Vazio,
0s animais do grupo HSP foram capazes de controlar infeccdo e diminuir a carga parasitaria
ao final das 12 semanas (Fig. 11d). Esse mesmo padrdo de carga foi observado quando o
linfonodo drenante foi avaliado. J& o grupo HSP+PAM, desde o inicio da infeccdo apresentou
baixas cargas parasitarias, tanto na lesdo quanto no linfonodo drenante, durante todo o periodo
avaliado. No tempo de 12 semanas (Fig. 11d) os grupos Lb e Vazio ainda apresentavam
parasitas na lesdo, mostrando que a administracdo de L. lactis Vazio ndo interferiu na carga
parasitaria. Entretanto, o grupo que recebeu somente PAM, apresentou baixa carga parasitaria
durante o periodo analisado, demonstrando que o tamanho da lesdo estava diretamente
relacionado a resposta inflamatéria neste grupo (Figuras 10a e 11c e d), bem como na

aparéncia da lesdo (Figura 9b).
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Figura 11. Avaliacdo da carga parasitaria no sitio de inoculacéo e no linfonodo de drenagem da
lesdio em camundongos BALB/c apds infeccdo por L. braziliensis. Camundongos BALB/c
receberam oralmente por 4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A
infeccdo foi realizada na orelha esquerda 10 dias apds o pré-tratamento com 2x10° promastigotas
metaciclicas de L. braziliensis em fase estacionéria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e
PAM receberam PAM3CSK4 via intraperitoneal 48 horas antes da infeccdo. Os animais foram
eutanasiados com 2, 6, 10, e 12 semanas de infeccdo e a carga parasitaria determinada por dilui¢do
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limitante. Grupos: Lb: animais infectados com L. braziliensis; Vazio: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais
infectados com L. braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via i.p.O nimero de parasitos na orelha e
no linfonodo estdo representados como a mediana e DP de cada grupo. Para dados ndo paramétricos
foi utilizado Krukal-Wallis com pés-teste de Dunns. Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para
P<0.001 e *** para P<0,0001.

7.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS IFN-T, IL-10, IL-17 E TGF-B
PELAS CELULAS DE LINFONODO DRENANTE DE CAMUNDONGOS BALB/C APOS
INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS

Para avaliar o perfil de modulacdo da reposta imune induzida apos a
administracdo de L. lactis produtor de Hsp65, foi realizada a quantificacdo de diferentes
citocinas, nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas apds a infeccdo com L. braziliensis. Sendo
assim, a resposta imune celular foi determinada a partir de ensaios de ELISA, utilizando
sobrenadantes das culturas de células de linfonodos estimuladas com parasitas vivos de L.
braziliensis. Os resultados mostraram que 2 semanas ap0s a infeccdo (Fig. 12), o grupo
HSP+PAM apresentou concentragdes significativamente menores de IFN-y do que grupo
controle PAM. Apo6s 10 semanas de infeccdo (Fig. 12), os animais tratados com HSP+PAM
continuavam com uma producdo de IFN-y inferior ao grupo PAM. Em relagdo a IL-10,
observou-se que a concentracdo desta citocina foi maior nos grupos HSP e HSP+PAM
comparado aos seus respectivos controles (Vazio e PAM) apds 6 semanas (Fig. 13), e esse
padrdo se manteve até 10 semanas apos a infeccdo no grupo HSP (Fig. 13). Ap6s 12 semanas
de infeccdo (Fig. 12 e 13), a producdo IFN- y e IL-10 diminuiu em todos os grupos, diferente
do que foi observado em relagdo ao TGF-B, onde se observou um aumento em quase todos os
grupos, principalmente no que recebeu tratamento com HSP+PAM, porém sem diferencas
significativas entre os diferentes grupos experimentais. Com relacdo a producao de IL-17,
verificamos que no tempo de 6 semanas (Fig. 12) esta citocina foi produzida em maior
quantidade pelos grupos HSP e PAM, e este grupo manteve a producédo elevada mesmo apds
10 semanas (Fig. 12). A maioria das concentra¢des de citocinas produzidas pelo grupo Lb
foram semelhantes as encontradas no grupo Vazio, mostrando assim, que a administracéo de
L. lactis Vazio ndo alterou significativamente o perfil de citocinas produzidas ap0s a infeccéo.

Com relagdo a IL-4, ndo foi possivel detectar quantidades adequadas, sugerindo que a
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producdo dessa citocina estaria abaixo do limite de deteccdo da técnica (dados néo

mostrados).
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Figura 12. Producdo de citocinas inflamatérias por células de linfonodo drenante de
camundongos BALB/c. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias consecutivos L.
lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccdo foi realizada na orelha esquerda 10
dias ap6s o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em fase
estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infeccdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infec¢do, os
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram cultivadas e re-
estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h. Os sobrenadantes das culturas
de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
HSsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
PAM3CSK4 via i.p. Os dados representam as médias aritméticas + DP de cada grupo. As barras
brancas representam a producéo por células que ndo receberam o estimulo de L. braziliensis. Para
dados paramétricos foi utilizado anélise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey. Foi
atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e *** para P<0,0001.
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Figura 13. Producdo de citocinas reguladoras por células de linfonodo drenante de
camundongos BALB/c. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias consecutivos L.
lactis HSP65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infecgdo foi realizada na orelha esquerda 10
dias apds o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em fase
estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infeccdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infecgdo, 0s
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram cultivadas e re-
estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h. Os sobrenadantes das culturas
de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
PAM3CSK4 via i.p. Os dados representam as médias aritméticas + DP de cada grupo. As barras
brancas representam a producéo por células que ndo receberam o estimulo de L. braziliensis. Para
dados paramétricos foi utilizado analise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey. Foi
atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e *** para P<0,0001.

Quando analisamos a area sob a curva das citocinas, percebemos que 0 grupo
tratado com HSP+PAM produziu menor quantidade de IFN- y comparado aos controles (Lb e
PAM) (Fig. 14a e b). Além disso, observamos um padrao inverso com relacdo a producédo de
IL-10, que foi mais produzida pelo grupo HSP em comparacdo aos grupos controles (Lb e
Vazio), embora sem diferenca significativa (Fig. 14a e b). A producdo de TGF-p também nao
apresentou diferencas significativas entre os grupos (Fig. 14b). Com relacdo a producdo de
IL-17, verificamos que os grupos controles Lb e PAM apresentaram concentragdes elevadas

comparadas aos demais grupos (Fig. 14a e b).
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Figura 14. Perfil de citocinas produzidas por células de linfonodo drenante de camundongos
BALB/c re-estimuladas com L. braziliensis. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias
consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccdo foi realizada na orelha
esquerda 10 dias ap6s o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em
fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infecgdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infecgdo, 0s
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram cultivadas e re-
estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h. Os sobrenadantes das culturas
de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
PAM3CSKA4 via i.p. (a): cinética da produgdo de citocinas ap0os re-estimulo com L. braziliensis . (b):
A area sob a curva foi construida utilizando dados da producdo de citocinas de cada grupo obtidos
durante todo o experimento. Para dados paramétricos foi utilizado andlise de varidncia One-way
(ANOVA) com pos-teste de Tukey. Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e ***
para P<0,0001.
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Também avaliamos a razdo entre as citocinas IFN- y/IL-10, com a finalidade de
investigar qual citocina era predominante em cada tempo ap6s a infecgdo. Embora, ndo se
verifique diferengas estatisticas significantes entre os diferentes grupos, os animais controles,
Lb e PAM, apresentam maior producdo de IFN- y em relacdo a IL-10, duas semanas apos a
infeccdo (Fig. 15). No decorrer da infeccao, nota-se um aumento da relacdo IFN- y /IL-10 nos
grupos HSP e PAM, exceto, nos animais do grupo HSP+PAM (6 Semanas). Com 10 semanas
apos infeccdo, ocorre um aumento significativo da relagdo IFN- y /IL-10 no grupo Lb e PAM,
mostrando uma resposta extremamente inflamatdria nestes animais. No tempo de 12 semanas,
todos 0s grupos apresentaram um aumento na razdo destas citocinas, principalmente o grupo

Vazio em relagéo ao grupo HSP.

2 Semanas 6 Semanas 10 Semanas
12 Semanas

IFN-y/IL-10
IFN-y/IL-10
IFN-/IL-10
IFN-y/IL-10

Figura 15. Razéo entre a produgdo de IFN-y e IL-10 pelas células de linfonodo drenante de
camundongos BALB/c re-estimuladas com L. braziliensis. Camundongos BALB/c receberam
oralmente por 4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccdo
foi realizada na orelha esquerda 10 dias ap6s o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas
de L. braziliensis em fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam
PAM3CKA4 via intraperitoneal 48 horas antes da infecgdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de
infecgdo, os animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram
cultivadas e re-estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h. Os
sobrenadantes das culturas de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Grupos:
Lb: animais infectados com L. braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que
receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que
receberam L. lactis produtor de Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que
receberam L. lactis produtor de Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via i.p. Para dados paramétricos foi utilizado analise de
variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey. Foi atribuido * para valores de P<0,05, **
para P<0.001 e *** para P<0,0001.
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7.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE DIFERENTES MARCADORES CELULARES
EM CULTURA DE CELULAS DE LINFONODO DRENANTE DE CAMUNDONGOS
BALB/C APOS INFECCAO

Analisamos também ex vivo as células T do linfonodo drenante que expressavam
as citocinas IFN-y e IL-10 intracelularmente. Durante as primeiras semanas de infeccdo (Fig.
16a) ndo observamos diferencas na frequéncia de células T CD4" que expressam IFN-y ou IL-
10. Entretanto, ap6s 10 semanas de infeccdo (Fig. 16a), observamos uma maior expressédo de
IFN-y pelo grupo controle PAM, corroborando com a intensa inflamagdo observada nas
orelhas dos animais deste grupo. Com 12 semanas de infeccdo (Fig. 16a), o grupo HSP
apresentava porcentagens significativamente menores de IFN-y e IL-10 do que 0s grupos
controles Lb e Vazio. A frequéncia de células TCD4" produzindo IL-10 ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos durante todo o curso da infec¢do, com excecdo dos
grupos Lb e Vazio que apresentaram aumento na percentagem destas células apds 12 semanas
de infeccdo. A figura 16b nos permite ter uma nocdo da porcentagem de células expressando

IFN- v e IL-10 intracelularmente ao longo do experimento.
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Figura 16 —Expressédo de IFN-y e IL-10 intracelular em cultura de células de linfonodo drenante
de camundongos BALB/c ap6s infeccdo. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias
consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccao foi realizada na orelha
esquerda 10 dias apds o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em
fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infeccdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infec¢cdo, 0s
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram cultivadas e re-
estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 24h, e em seguida incubadas com
Brefeldina por 4h. As células foram isoladas, marcadas e submetidas a técnica de citometria de fluxo.
Grupos: Lb: animais infectados com L. braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e
gue receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e
que receberam L. lactis produtor de Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que
receberam L. lactis produtor de Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via i.p. (a): expressdo de IFN-y e IL-10 intracelular nos
tempos de 2, 6, 10, e 12 semanas de infeccdo. (b): cinética da expressdo de IFN-y e IL-10 intracelular.
Os dados representam as médias aritméticas + EP de cada grupo. Para dados paramétricos foi utilizado
analise de variancia One-way (ANOVA), com poés-teste de Tukey. Foi atribuido * para valores de
P<0,05, ** para P<0.001 e *** para P<0,0001.

Também investigamos o aparecimento de células T CD4" expressando LAP
(TGF-B de membrana) e Foxp3. Com o tempo de 2 semanas pos infec¢do (Fig. 17a) ndo se
registraram diferencas significativas nas frequéncias destas células. Com 6 e 10 semanas de
infeccdo (Fig. 17a), observa-se um aumento na percentagem de células T CD4 Foxp3™ no
grupo HSP, comparado aos controles Lb e Vazio. Com de 12 semanas de infecgédo, este
Mesmo grupo apresenta um aumento na frequéncia das células T CD4" LAP* comparado aos
grupos controles Lb e Vazio. A figura 17b também nos permite acompanhar a expressdo de
LAP e Foxp3 ao longo do experimento. Os Dot plots representativos das estratégias de analise

estdo ilustrados na Figura 8 do Material e métodos.
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Figura 17 —Expressdo de LAP e Foxp3 em cultura de células de linfonodo drenante de
camundongos BALB/c ap6s infeccdo. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias
consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccédo foi realizada na orelha
esquerda 10 dias apds o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em
fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal 48 horas antes da infeccdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infec¢cdo, 0s
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo de drenagem da lesdo foram cultivadas e re-
estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 24h. As células foram isoladas,
marcadas e submetidas a técnica de citometria de fluxo. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
PAM3CSKA4 via i.p. (a): expressdo de LAP e Foxp3 nos tempos de 2, 6, 10, e 12 semanas de infecgéo.
(b): cinética da expressdo de LAP e Foxp3. Os dados representam as médias aritméticas + EP de cada
grupo. Para dados paramétricos foi utilizado analise de variancia One-way (ANOVA), com pés-teste
de Tuke.y Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e *** para P<0,0001.
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7.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE DIFERENTES MARCADORES CELULARES
EM CULTURA DE CELULAS DE LINFONODO MESENTERICO DE CAMUNDONGOS
BALB/C APOS INFECCAO

Avaliamos também o surgimento de células de linfonodo mesentérico
expressando LAP e Foxp3. Observamos uma maior porcentagem de células expressando LAP
e Foxp3 no grupo Vazio logo no inicio da infeccdo (Fig. 18a). Observamos também que apos
10 e 12 semanas (Fig.18c e d), ha maior expressdo de células T CD4'LAP" nos grupos
HSP+PAM e HSP, respectivamente, comparado aos controles Lb, Vazio e PAM. No tempo
de 12 semanas apos a infeccdo (Fig. 18d), o grupo HSP também apresentou maior numero de
celulas expressando Foxp3.
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Figura 18— Expressdo de LAP e Foxp3 em cultura de células de linfonodo mesentérico de
camundongos BALB/c ap6s infeccdo. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias
consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo vazio. A infeccédo foi realizada na orelha
esquerda 10 dias apds o pré-tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em
fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via
intraperitoneal, 48 horas antes da infeccdo. Nos tempos de 2, 6, 10 e 12 semanas de infec¢cdo, 0s
animais foram eutanasiados, as células do linfonodo mesentérico foram cultivadas e re-estimuladas in
vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 24h. As células foram isoladas, marcadas e
submetidas a técnica de citometria de fluxo. Grupos: Lb: animais infectados com L. braziliensis;
Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio;
HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65;
HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de Hsp65 e
PAM3CSKA4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via
i.p. (a): expressdo de LAP e Foxp3 nos tempos de 2, 6, 10, e 12 semanas de infeccdo. (b): cinética da
expressdo de LAP e Foxp3. Para dados paramétricos foi utilizado andlise de variancia One-way
(ANOVA), com pos-teste de Tukey. Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e ***
para P<0,0001.
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7.7 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS IFN-T, IL-10 E TGF-B PELOS
ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS BALB/C APOS INFECGCAO POR L.
BRAZILIENSIS

Também avaliamos o perfil da reposta imunolégica produzida pelas células do
baco dos camundongos nos sobrenadantes das culturas dos esplendcitos, com e sem o re-
estimulo de L. braziliensis nos tempos de 2, 6, 10 semanas apds a infeccdo. Os resultados
observados mostraram que 2 semanas apos a infeccdo (Fig. 19), os grupos HSP+PAM e PAM
apresentaram concentracbes maiores de IFN-y do que os demais grupos, mas nao
significativo. Ao final do experimento (10 semanas), o grupo HSP produziu quantidade menor
de IFN-y quando comparado aos outros grupos, embora sem diferenca significativa. Quanto a
citocina IL-10, foi observado que apds 6 semanas de infeccdo (Fig. 20), os grupos HSP e
HSP+PAM apresentaram concentracbes mais elevadas do que os grupos controles Lb e
Vazio, embora 0 aumento n&o tenha sido significativo. Ao final de 10 semanas, a producédo
de IL-10 ndo apresentou diferengas significativas entre grupos tratados e controles. Com
relacdo aos niveis de TGF-B, ndo houve diferenca na concentragdo desta citocina entre os

grupos em todos os tempos avaliados.
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Figura 19. Producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos BALB/c apés infeccéo .
Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis
contendo plasmideo vazio. A infeccdo foi realizada na orelha esquerda 10 dias apds o pré-tratamento
com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em fase estacionaria pela via intradérmica. Os
grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSKA4 via intraperitoneal 48 horas antes da infecgdo. Nos
tempos de 2, 6 e 10 semanas de infeccdo, os animais foram eutanasiados, as células do baco foram
cultivadas e re-estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h. Os
sobrenadantes das culturas de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Os dados
representam as médias aritméticas + EP de cada grupo. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
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PAM3CSKA4 via i.p. (a): Os dados representam as médias aritméticas + EP de cada grupo. As barras
brancas representam a producdo por células que ndo receberam o estimulo da L. braziliensis. Para
dados paramétricos foi utilizado andlise de variancia One-way (ANOVA), com pds-teste de Tukey.
Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e *** para P<0,0001.
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Figura 20. Producédo de citocinas reguladoras por esplendcitos de camundongos BALB/c ap06s
infecgdo. Camundongos BALB/c receberam oralmente por 4 dias consecutivos L. lactis H65 ou L.
lactis contendo plasmideo vazio. A infeccdo foi realizada na orelha esquerda 10 dias apds o pré-
tratamento com 2x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em fase estacionéria pela via
intradérmica. Os grupos HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via intraperitoneal 48 horas antes
da infeccdo. Nos tempos de 2, 6 e 10 semanas de infecgdo, os animais foram eutanasiados, as células
do bago foram cultivadas e re-estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L. braziliensis por 48h.
Os sobrenadantes das culturas de células foram entdo coletados para a dosagem das citocinas. Os
dados representam as médias aritméticas + EP de cada grupo. Grupos: Lb: animais infectados com L.
braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis possuidor do
plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam L. lactis produtor de
Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L. braziliensis e que receberam
PAM3CSKA4 via i.p. (a): Os dados representam as médias aritméticas + EP de cada grupo. As barras
brancas representam a producdo por células que ndo receberam o estimulo de L. braziliensis. (b):
cinética da producéo de citocinas. Para dados paramétricos foi utilizado analise de variancia One-way
(ANOVA), com pos-teste de Tukey. Foi atribuido * para valores de P<0,05, ** para P<0.001 e ***
para P<0,0001.
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7.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

Para avaliar a resposta inflamatoria nas orelhas infectadas, cortes histologicos das
orelhas infectadas e de orelhas sadias (controle negativo) foram analisados. Os principais
parametros analisados foram: intensidade da inflamacdo, presenca de macrofagos,
polimorfonucleares e células epitelidides. A analise histopatoldgica realizada 2 semanas pds-
infeccdo mostrou uma inflamacgdo muito leve ou ausente em todos os grupos. Apesar de ndo
haver diferenca significativa no tamanho das lesdes, apds 6 semanas de infeccdo, o grupo Lb
apresentou uma maior intensidade da inflamacdo comparado aos grupos HSP e HSP+PAM,
apresentando ulceracdes em alguns casos (Fig. 21a e b). No tempo de 10 semanas, a
intensidade da inflamag&o nos grupos Vazio e PAM foram as maiores entre grupos (Fig. 21a).
Com relacdo a presenca de macrdfagos, com 6 semanas de infeccdo estes foram encontrados
em maior quantidade no grupo PAM, e em quantidade reduzida no grupo HSP+PAM (Fig.
17a e ¢), e esse padrdo foi mantido até o final da infeccdo. Apds 10 semanas de infecgdo, o
grupo Vazio também apresentava um maior recrutamento de macréfagos para o sitio
inflamatdrio. Quanto a presenca de células polimorfonucleares, podemos observar que o
grupo HSP e HPS+PAM foram 0s que apresentaram maior € menor nimero, respectivamente,
no tempo de 6 semanas (Fig. 21a e c). E nesse mesmo tempo, vimos que as células
epitelidides estavam em maior nimero em lesbes do grupo PAM e em menor no grupo

HSP+PAM (Fig. 21a e d). Dos pardmetros analisados, nenhum apresentou diferenca

estatistica.
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Figura 21 — Analise histologica da lesdo de camundongos BALB/c apos infecgdo. Camundongos
BALBI/c receberam oralmente por 4 dias consecutivos L. lactis Hsp65 ou L. lactis contendo plasmideo
vazio. A infeccdo foi realizada na orelha esquerda 10 dias apds o pré-tratamento com 2x10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em fase estacionaria pela via intradérmica. Os grupos
HSP+PAM e PAM receberam PAM3CSK4 via intraperitoneal 48 horas antes da infecgdo. Nos tempos
de 2, 6 e 10 semanas apds a infecgdo, os animais foram eutanasiados, as orelhas foram retiradas e
processadas para a confecgdo de ldminas, que posteriormente foram coradas com hematoxilina e
eosina e analisadas por microscopia Otica. Os seguintes parametros foram analisados: intensidade da
inflamacdo, densidade da inflamagdo, ulceracdo, macrdfagos, neutrofilos, linfécitos, eosinofilos,
plasmécitos, mastocitos, células epitelidides, estrutura granulomatdide, agregados macrofagicos e
vacuolos parasitéforos. Os pardmetros que tiveram maior relevancia foram representados nesta figura.
Cada parametro foi avaliado segundo presenga ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia),
1 (presenca de 1-25%), 11 (presenga de 25-50%) e 11t (>50%). A analise dos parametros
histopatoldgicos foi feita levando-se em conta os escores de cada animal. Orelhas de animais sadios
foram utilizadas como controle negativo e apresentaram score O para todos os parametros analisados.
Grupos: Lb: animais infectados com L. braziliensis; Vazio: animais infectados com L. braziliensis e
que receberam L. lactis possuidor do plasmideo vazio; HSP: animais infectados com L. braziliensis e
que receberam L. lactis produtor de Hsp65; HSP+PAM: animais infectados com L. braziliensis e que
receberam L. lactis produtor de Hsp65 e PAM3CSK4 via i.p.; PAM: animais infectados com L.
braziliensis e que receberam PAM3CSK4 via i.p. (a): Os dados representam as médias aritméticas de
cada grupo em cada tempo, (b): cortes histologicos representativos dos grupos no tempo de 6 semanas
pos-infecgdo (40x), (c-e): cortes histoldgicos representativos dos grupos no tempo de 6 semanas pos-
infeccdo (100x). As setas grossas apontam para macrofagos, as setas finas para células
polimorfonucleares e asteriscos para células epitelidides. Para dados paramétricos foi utilizado analise
de variancia One-way (ANOVA), com pos-teste de Tukey.
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Sadio Lb Vazio HSP HSP+PAM PAM
Semanas 0 2 6 10 2 6 10 2 6 10 2 6 10 2 6 10
Intensidade da inflamacao | O 1 26 |16 |06 |16 |23 |O 1,6 16 |0 1,3 |20 |0 20 |26
Densidade da inflamacédo | O 1 2,6 1,6 0,6 1,6 1,6 0 1,6 1,6 0 1,3 1,6 0 2,0 2,3
Ulceracao 0 0 0,3 0 0 0 0,3 0 0,3 0 0 0,3 0,3 0 0,6 0,3
Macraéfagos 0 1,3 |26 |26 |16 |16 |30 |O 3,0 23 |0 20 (20 |0 30 |30
Polimorfonucleares 0 03 |20 |23 |06 |20 |16 |O 2,6 20 |0 1,3 |13 |0 23 |20
Linfocitos 0 1,0 1,0 0,6 1,0 1,0 1,0 0 0,6 1,3 0 0,6 0,3 0 0,6 1,0
Mastocitos 0 o6 |13 |10 |03 |13 |06 |O 1,0 06 |0 06 |0 0 1,0 |03
Plasmaécitos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 03 |0 0 0 0 0 0
Células epitelidides 0 0 0,3 0,6 0,3 0,3 2,0 0 1,0 1,6 0 0,6 0,6 0 1,6 1,3
Estrutura granulomatdéide | 0 0 0 0 0 0,3 1,0 0 0,6 0,3 0 0,6 0 0 0,3 0,6
Agregados macrofagicos |0 0 0 0,3 0 0,3 2,0 0 1,0 0,6 0 0 0,6 0 1,3 2,0
Vacuolos parasitoforos 0 0 0,6 0,3 0 0 1,0 0 0,3 0,3 0 0 0,3 0 0,3 0,3

Cada parametro foi avaliado por um unico observador segundo presenga ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia), T (presenga de 1-25%),
+1 (presenga de 25-50%) e T11 (>50%). A analise dos parametros histopatologicos foi feita levando-se em conta 0s escores de cada animal. Orelhas de
animais sadios foram utilizadas como controle negativo. Os dados representam as médias aritméticas de 3 animais (9 por grupo).
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8. DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea causada pela Leishmania braziliensis é caracterizada por
sua cronicidade, laténcia e tendéncia a metastatizar no hospedeiro humano (MARSDEN,
1986). Lesdes cutdneas Unicas ou multiplas podem ocorrer, sendo mais frequente a Ulcera
indolor, de borda elevada e fundo necrotico, além do desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria. Neste caso, uma destruicéo tecidual é resultado de uma resposta imune celular
intensa, apesar do restrito nimero de parasitas presentes no local (BITTENCOURT e
BARRAL, 1991). Assim, torna-se extremamente importante investigar possiveis medidas
profilaticas ou terapéuticas que possam contribuir na diminuicdo da inflamacdo causada pela
infeccdo por L. braziliensis.

O processo de inducdo da tolerancia oral € bem sucedido em véarios modelos
experimentais de doencas autoimunes e outras doencas inflamatorias (GOMES-SANTOS et
al., 2017). Antigenos sollveis como proteinas sdo capazes de induzir tolerancia quando
administrados oralmente, enquanto antigenos na forma de particulas normalmente induzem
reagdes de hipersensibilidade (MOWAT, 1987). A toler&ncia induzida por proteinas da dieta é
uma forma eficiente de induzir diferentes tipos de células T regulatdrias, suprimindo
especificamente respostas inflamatorias (FARIA et al., 1998). Ela pode afetar varios aspectos
da resposta imune inibindo rea¢6es que poderiam causar danos ao hospedeiro, como a reacao
DTH mediada por célula T e respostas dependentes de imunoglobulina E (IgE) (MOWAT,
1987). Foi demonstrado que os mecanismos envolvidos na tolerdncia oral podem ser
determinados pelo regime de ingestdo e dose de antigeno utilizada, enquanto uma dose Unica
e elevada de antigenos de proteina pode causar anergia e/ou delecdo de células T especificas,
doses baixas e continuas podem gerar células T regulatérias (WEINER et al., 1994), sendo
capaz de suprimir a resposta inflamatéria em modelos experimentais de doenca autoimune
(FARIA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2015).

A inducdo da tolerancia oral é um potente meio de estimular o desenvolvimento
de células reguladoras antigeno-especifica (CASTRO-JUNIOR et al., 2012), e a principal
consequéncia da administracdo oral de antigenos (FARIA e WEINER, 2006). Embora
diversos mecanismos tenham sido propostos para explicar esse fendmeno, a indugdo de
células T regulatorias como CD4 Foxp3* e CD4'LAP*,bem como a producdo de citocinas
anti-inflamatorias, como 1L-10 e TGF-B, parecem ser pegas chave para a inducdo de
tolerancia oral (WEINER et al., 2011).
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Na maior parte dos estudos é utilizado o mesmo antigeno que desencadeia a
inflamacdo, como é o caso da administracdo oral da Glicoproteina da mielina de
oligodendrdcito (MOG) no modelo de encefalomielite experimental e da insulina no modelo
de diabetes do tipo 1 (HIGGINS E WEINER, 1988; ZHANG et al., 1991). Porém, foi
confirmado que antigenos ndo relacionados a patologia também podem inibir processos
inflamatorios pelo que chamamos de supressdo “bystander”. Esse meétodo € bastante
interessante quando se pretende estudar modelos em que o antigeno alvo ainda €
desconhecido ou quando existem multiplos antigenos que desencadeiam a patologia (FARIA
& WEINER, 2006). Essa supressdo estd associada a tolerancia oral por ampliar seu efeito
inibitorio a outros antigenos, provavelmente pela acéo de células T reguladoras produtoras de
citocinas ndo especificas (WEINER et al., 2011; MILLER et al., 1991; FARIA e WEINER,
2011).

Na busca desses antigenos, as proteinas de choque térmico (Hsps) foram
escolhidas por serem proteinas facilmente encontradas em todo e qualquer evento
inflamatério (HAUET-BROERE et al.,, 2006; QUINTANA e COHEN, 2010), por sua
atividade reguladora do sistema imune, além de serem altamente conservadas entre as
espécies, sendo encontradas em organismos desde bactérias a mamiferos. As Hsps sdo
consideradas auto-antigenos imunodominantes por serem facilmente reconhecidas pelo
repertério de linfocitos autoimunes em condices fisiologicas (COHEN e YOUNG, 1991). O
papel anti-inflamatorio das Hsps em doencas inflamatdrias e autoimunes ja foi demonstrado
em diversos modelos como diabetes, artrite, aterosclerose e esclerose multipla (VAN DEN
BROEK et al., 1989; ELIAS et al., 1990; MARON et al., 2002; CHANDAWARKAR et al.,
2004). A administracdo oral de Hsp65 recombinante induz tolerancia, capaz de proteger ratos
contra artrite adjuvante (COBELENS et al., 2002) e camundongos contra aterosclerose
(MARON et al., 2002; HARATS et al., 2002). No entanto, esse foi o primeiro estudo
utilizando Hsp65 na atenuacdo da doenca inflamatéria causada por um patégeno, como a
Leishmania.

Nesse trabalho, com o objetivo de desenvolver uma estratégia que induzisse
mecanismos tolerogénicos e atenuasse a resposta inflamatoria causada pela infeccdo por
Leishmania braziliensis, nos utilizamos um protocolo de entrega de uma forma de Hsp65 livre
de endotoxina diretamente na mucosa do intestino pelo modo de ingestdo continua (4 dias
consecutivos) através de uma cepa de Lactococcus lactis recombinante (DE AZEVEDO et al.,
2012). Esta bactéria foi escolhida como veiculo por ndo ser patogénica, invasiva e

colonizadora, e possuir propriedades probidticas, sendo utilizadas na producéo de alimentos
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fermentados (CAVANAGH et al., 2015). Uma vantagem desse procedimento é que bactérias
geneticamente modificadas podem realizar a liberacdo da Hsp apds sua inducdo, evitando
elevados gastos com a proteina purificada (PONTES et al., 2011). Outros modelos utilizando
Lactococcus lactis recombinante induzido a secretar outras proteinas heterélogas como IL-10
(STEIDLER et al., 2000), nanocorpo anti-TNF (VANDENBROUCKE et al., 2010) e proteina
LcrV (proteina secretada pela bactéria Yersinia pestis, que funciona inibindo a inflamacéo
através da interacdo com receptores do tipo Toll 2) (FOLIGNE et al., 2007), tem sido
aplicadas com sucesso em modelos experimentais de colite.

No presente estudo foi observado que a administracdo prévia a infeccdo por
Leishmania braziliensis com Lactococcus lactis produtor de Hsp65 derivado do M. leprae foi
capaz de atenuar o desenvolvimento da leséo e diminuir os sinais de inflamacéo, preservando
o tecido da orelha dos camundongos (grupos HSP e HSP+PAM) . Ja os animais controles (Lb,
Vazio e PAM) apresentaram extensa destruicao tecidual com fundo necrotico, resultado de
uma intensa atividade da resposta imune celular bem caracteristica no modelo de
leishmaniose tegumentar. A ulceracdo e destruicdo tecidual na leishmaniose cutanea estéo
associadas a uma resposta inflamatdria intensa no sitio de infeccdo, devido a elevada
concentracdo de mediadores inflamatérios (RETHI e EIDSMO, 2012). No modelo
experimental, camundongos BALB/c tendem a desenvolver lesdes cutaneas similares as
desenvolvidas por pacientes com leishmaniose cutdnea americana, caracterizadas por serem
localizadas e ulceradas, com bordas elevadas e fundo necrético (JONES et al., 1987).

Além disso, os grupos que receberam L. lactis Hsp65 apresentaram lesdes
significativamente menores comparadas aos grupos controles (Lb, Vazio e PAM) a partir da
sétima semana de infeccdo. Utilizamos o0 PAM3CSK4 em alguns grupos com o objetivo de
induzir uma resposta inflamatéria mais rapida e intensa, que seria responsavel por disparar o
efeito anti-inflamatdrio induzido pela ingestdo de Hsp65.

Estudos prévios explorando o uso de lipopeptideos adjuvantes tem reportado
varios tipos de respostas imunes, que variam de uma elevada producédo de I1L-10 e/ou resposta
celular T reguladora (YAMAZAKI et al., 2011; DILLON et al., 2004; 2006) a inducao de
resposta Thl (GOWTHAMAN et al., 2011; PANDEY et al., 2014; JAYAKUMAR et al.,
2011). Em 2002, Rajan e colaboradores demonstraram que a administragdo do Pam3CSK4
associada a infeccdo por L. major inativada pelo calor, resultava em lesdes de tamanhos
significativamente maiores quando comparadas ao grupo controle (PBS) com 4 semanas de
infeccdo (RAJAN et al., 2002). Em nosso modelo, a utilizacgdo do PAM revelou-se

extremamente inflamatoria, porém em associacdo com a administracdo de Hsp65, observamos
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a criacdo de um ambiente anti-inflamatorio nos linfonodos (drenante e mesentérico) que
evitou a destruicdo tecidual da orelha. Trabalho recente de Gomes-Santos et al. mostrou que o
pré-tratamento com Hsp65 em modelo de colite leva a uma atenuacgdo da doencga, dependente
de TLR2 e IL-10. Os autores ainda demonstraram que parece ser uma ligacdo especifica do
Hsp65 com TLR2, uma vez que o emprego de outros ligantes de TLR2 ndo surte 0 mesmo
efeito (GOMES-SANTOS et al., 2017).

Tém sido demonstradas as propriedades anti-inflamatdrias das Hsps em Vvarios
estudos, tanto em modelos animais de doencas inflamat6rias como em humanos (VAN EDEN
et al., 2005; DE KLEER et al.2003; PRAKKEN et al.,2004; RRAZ et al., 2001; ALBANI et
al., 1995; VAN EDEN e WAKSMAN, 2003). Um dos estudos, por exemplo, mostrou que o
pré-tratamento da artrite experimental com Hsp70 atrasou o inicio da doenca e reduziu
dramaticamente sua gravidade clinica. Em camundongos deficientes de IL-10 a imunizacgéo
com Hsp70 ndo foi capaz de suprimir a doencga, demonstrando assim a dependéncia de 1L-10
na regulagdo imune induzida por essa Hsp (WIETEN et al., 2009). No modelo de
encefalomielite experimental, ratos pré-imunizados com peptideo de Hsp65 também
apresentaram reducdo na gravidade da doenca e supressao das respostas inflamatorias, porém
0s mecanismos envolvidos no efeito ndo foram elucidados (BIRNBAUM et al., 1996).

Vale ressaltar que, os animais administrados com Hsp65 e posteriormente
injetados com PAM (HSP+PAM) no presente trabalho, conseguiram impedir ndo s6 o dano
tecidual, mas também o aumento da carga parasitaria no sitio de infeccdo e no linfonodo
drenante desde o inicio da infeccdo. Ja o outro grupo que também recebeu Hsp65 (HSP), foi
capaz de controlar e reduzir o nimero de parasitas apenas ao final da infeccdo, conseguindo
ainda assim preservar a arquitetura do tecido da orelha, o que sugere que a administracdo de
Hsp65 pode de alguma forma estar envolvido no controle da inflamacdo . Porém, um namero
reduzido de parasitas ainda persistiu nos linfonodos drenantes mesmo apos a resolucdo da
leséo.

Nossos dados estdo de acordo com os achados da literatura, onde em modelos
murinos de infeccdo por Leishmania, a diminuicdo da espessura da lesdo muitas vezes
correlaciona-se com a reducdo da carga parasitaria no sitio de inocula¢do. Alguns trabalhos
mostraram que os parasitos podem até ser eliminados ap0s a cura da lesdo, mas persistem nos
linfonodos de drenagem, sugerindo que mecanismos imunorregulatérios possam permitir a
sobrevivéncia do parasita (COSTA et al., 2011, FALCAO et al., 2012; DE MOURA et al.,

2005). Um desses mecanismos pode ser o dependente de IL-10, que contribui para a
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persisténcia do parasita e pode ajudar na manutencdo de células T CD4" efetoras de memoria
que protegem contra uma reinfeccdo (BELKAID et al., 2002; PETERS et al., 2014).

Apesar da completa resolugdo das lesbes induzidas por L. braziliensis em
camundongos BALB/c e C57BL/6, ambos os camundongos falham em eliminar
completamente os parasitas do linfonodo drenante da lesdo (DE MOURA et al., 2005;
ROCHA et al., 2007). No modelo de infecgdo por L. major, a persisténcia do parasita foi
associada a presenca de fibroblastos que, comparados aos macréfagos, possuem capacidade
reduzida de eliminar o parasita intracelular. (CHANG, 1978; DEDET et al.,, 1983;
SCHWARTZMAN e PEARSON, 1985). A participacdo de células T regulatorias na
persisténcia de L. major, assim como no controle da patologia também tem sido descrita
(BELKAID et al., 2002; MENDEZ et al., 2004; LIMA et al., 1999; PORROZZI et al., 2004).

Seguindo a infeccdo experimental por Leishmania major em camundongos
C57BL/6, o pico da carga parasitaria tem sido observado logo antes do desenvolvimento da
lesdo (BELKAID et al., 2000). Em humanos, a inflamagdo inicial aguda tem uma fase
silenciosa de poucas semanas a meses onde a proliferacdo do parasita pode seguir sem uma
patologia evidente (KUMAR et al., 2009). A fase silenciosa é finalizada por uma intensa
inflamacédo do tecido infectado e formacdo de uma lesdo no sitio de infeccdo (BELKAID et
al., 2000).

Em 1984, Marsden sugeriu que destrui¢do tecidual da LCL é o resultado de uma
resposta imune celular intensa, apesar do nimero restrito de parasitas que esta presente no
local (MARSDEN, 1984). Estes dados corroboram com nossos achados do grupo PAM, onde
0s animais apresentaram uma quantidade reduzida de parasitos (tanto no sitio de inoculacdo
quanto no linfonodo drenante) associada a uma elevada inflamagdo com formacéo de Glcera
observada na orelha.

Acreditamos que os grupos HSP+PAM e HSP podem controlar o dano tecidual
por mecanismos como resisténcia e tolerncia. A resisténcia reduz a carga do patdgeno uma
vez que a infecgdo esta estabelecida. Ela é uma funcdo do sistema imune, que age detectando,
neutralizando e destruindo ou expulsando o patégeno. E tanto o sistema imune inato quanto
adaptativo contribuem para a resisténcia as infeccbes (SCHMID-HEMPEL, 2011). No nosso
estudo, este fendmeno foi principalmente observado no grupo PAM, que ndo recebeu HSP.
Uma boa resposta imune é resultado do balanco entre um nivel aceitavel de imunopatologia e
eliminacdo do patdgeno (CASADEVALL e PIROFSKI, 1999) como observado nos grupos
que receberam a Hsp65. O fator requerido para reduzir a carga do patégeno é o mesmo que
causa a imunopatologia (AYRES e SCHNEIDER, 2008). A tolerancia reduz o impacto
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negativo de uma infeccdo no hospedeiro sem afetar diretamente a carga do parasito
(RABERG et al., 2009; READ et al., 2008; SCHNEIDER e AYRES, 2008). E uma estratégia
de defesa do hospedeiro que reduz o impacto negativo da destruicdo tecidual resultante da
infeccdo. Ao contrario dos mecanismos de resisténcia, a tolerancia ndo afeta diretamente a
carga parasitaria. Em vez disso, a tolerancia diminui os danos causados ao hospedeiro pelos
patégenos ou pela resposta imune formada contra ele (MEDZHITOV et al.,, 2012),
corroborando nossos dados encontrados nos grupos que receberam Hsp65.

Em camundongos, o mecanismo de tolerdncia tem sido bem caracterizado em
modelos de infeccdo por Plasmodium, o agente causador da malaria. O estagio sanguineo da
infeccdo esta associado a hemolise e a liberagdo de hemoglobina, que livre promove dano ao
tecido (FERREIRA et al., 2008; GOZZELINO et al., 2010). A tolerancia a infeccdo por
Plasmodium é conferida por mecanismos envolvendo heme-oxigenase, que induzida em
resposta ao stress oxidativo, minimiza seus efeitos sem interferir na carga do patogeno
(SEIXAS et al., 2009; PAMPLONA et al., 2007).

A tolerancia pode ser alcancada pela modificagdo de vias metabdlicas para
compensar os efeitos do patdgeno, reduzindo o dano causado pelo proprio patégeno ou pela
resposta imune contra ele dirigida.

Foi visto que tolerancia e resisténcia séo negativamente correlacionadas, o que
indica que existe um intercdmbio entre elas (RABERG et al., 2007). Além disso, seus
mecanismos parecem ser importantes no controle do desenvolvimento da artrite induzida por
Borrelia burgdorferi (MA et al.,1998). Ma e colaboradores (1998), mostraram que
camundongos BALB/c conseguem reduzir a gravidade da artrite através do controle do
namero de espiroquetas no tecido, o que indica que essa linhagem utiliza a resisténcia como
mecanismo de controle da infeccdo. Por outro lado, camundongos C57BL/6N nédo
desenvolvem artrite independente do ndmero de espiroquetas encontradas no tecido,
indicando que essa linhagem é capaz de tolerar a patologia da infeccdo através de mecanismos
ainda desconhecidos (MA et al.,1998). Os mecanismos que normalmente mantém a
homeostase de varios sistemas fisioldgicos também contribuem para a tolerancia do
hospedeiro as infec¢cdes. (MEDZHITOV et al., 2012).

Ja foi demonstrado que a cura em camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis & acompanhada por um aumento de IFN-y. Além disso, animais infectados por
essa cepa, quando tratados com anti-IFN- vy, progrediram com a doenga e aumentaram
significativamente a espessura das lesGes, indicando que a resolucdo das lesdes e cura da
doenca, nestes animais, é dependente de IFN- y (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998). Outros
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estudos também mostraram que as citocinas IL-12 e TNF-a parecem ter papel importante na
cura da infeccdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c (ROCHA et al., 2007).
Portanto, o seguinte passo deste trabalho foi avaliar o perfil de citocinas induzidas pela
administracdo de L. lactis produtor de Hsp65 apds a infeccéo.

De uma forma geral, os animais que receberam Hsp65 (HSP+PAM) apresentaram
concentragfes mais elevadas de IL-10 e reduzidas de IFN- vy, pelas células do linfonodo
drenante da lesdo, em relacdo aos controles (Lb, e PAM) ao longo de toda infeccdo. Ja os
animais do grupo HSP, produziram mais IL-10 do que IFN- y, porém isso pode ter
contribuido para a manutencdo do tecido da orelha, auséncia de resposta inflamatoria e
controle da carga parasitaria observada nesses animais. Ja foi visto que a resisténcia a
leishmaniose esté relacionada ao desenvolvimento de células T helper 1 (Th1) e producédo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-12, IL-1, IFN- vy, TNF-a e IL-2, que levam a ativacdo de
macrofagos e consequente morte do parasita (VON STEBUT et al., 2003; NOBEN-
TRAUTH, 2002). Embora a resposta Thl tenha um papel importante na imunoprotecgéo, a
producdo excessiva de citocinas inflamatorias pode levar a uma grave imunopatologia
(PASPARAKIS, HAASE, NESTLE, 2014; ALLEN, WYNN, 2011; GAUSE, WYNN,
ALLEN, 2013; OLIVEIRA et al., 2014), como observada nos animais do grupo PAM.

Quanto ao perfil de citocinas no modelo de leishmaniose causada por L.
braziliensis, também héa o desenvolvimento de uma forte resposta imunoldgica tipo Thl, com
producdo de principalmente de IFN-y e IL-17 e expressdo de algumas quimiocinas pro-
inflamaté6rias (DE MOURA et al., 2005; VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2008).

A IL-17 é uma citocina considerada altamente inflamatéria produzida por células
Th17, capaz de mediar a inflamac&o tecidual e induzir a producdo de diferentes citocinas pro-
inflamatérias (como 1L-6 e TNF-a) e quimiocinas (KOLLS e LINDEN, 2004). As citocinas
IL-1B e IL-23, assim como TGF- B associado a IL-6, promovem o desenvolvimento de células
Th17 (MCGEACHY et al., 2008; MCGEACHY et al.,2007 ). Diferentes estudos demonstram
que a IL-17 estd envolvida na imunopatologia da leishmaniose cutanea (GONZALEZ-
LOMBANA et al.,2013; LOPEZ KOSTKA et al.,2009). No modelo de infeccdo por L. major,
foi mostrado que camundongos C57BL/6 deficientes de IL-10 e infectados apresentavam
elevada producdo de IL-17, provavelmente responsavel pela grave patologia observada e
infiltracdo de neutrofilos no sitio de infecdo (GONZALEZ-LOMBANA et al.,2013). Lopes
Kostka e colaboradores observaram que a presenca de IL-17 promovia a suscetibilidade de
camundongos BALB/c a infeccdo por L major. Eles encontraram também lesdes cutaneas

pequenas e com poucos parasitas associada a um namero reduzido de neutréfilos no sitio da
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lesdo de camundongos BALB/c deficientes de IL-17 e infectados com L. major (LOPEZ
KOSTKA et al.,2009). Na infeccdo em humanos, Bacellar e colaboradores mostraram que
linfocitos de pacientes com leishmaniose mucosa e cutdnea produziam uma quantidade
elevada de IL-17 em comparacdo a individuos controles ndo infectados (BACELLAR et al.,
2009). Em nossos resultados, observamos no tempo de 6 semanas que o grupo HSP apresenta
elevada carga parasitaria € um maior recrutamento de células polimorfonucleares para a
orelha. Acreditamos que além de TNF- o, a IL-17 possa ter um papel crucial no recrutamento
de neutrdfilos e consequentemente no controle da carga parasitaria, ja que sua producdo foi
maior neste grupo. Percebemos também que apds 10 semanas de infeccdo a carga parasitaria
foi reduzida, provavelmente resultado do infiltrado polimorfico prévio no local.

Em pacientes com leishmaniose cutinea infectados com L. braziliensis foi
observado uma correlacédo positiva entre tamanho da lesdo e concentracdes de IFN-y e TNF-a,
sendo que, pacientes com lesées maiores apresentavam quantidades maiores dessas citocinas
apesar da presenca de IL-10 no sitio de infeccdo (ANTONELLI et al., 2004; BACELLAR et
al., 2002; ANTONELLI et al., 2005). Em individuos subclinicos, a produ¢do moderada de
IFN-y foi associada ao controle do crescimento do parasita e auséncia de destruicdo tecidual
(IVONISE et al., 2002). Estes dados corroboram com 0s Nnossos encontrados pelos grupos
HSP e HSP+PAM, onde podemos associar mais uma vez a producdo de citocinas nos
linfonodos drenantes aos processos de resisténcia e tolerancia. O perfil de resposta do grupo
HSP+PAM, apesar de ndo ter sido predominantemente Thl, como geralmente ocorre no
processo de resisténcia desse modelo, foi suficiente para controlar a infeccdo e manter baixa a
quantidade de parasitos. Ja a tolerancia observada no grupo HSP, também foi caracterizada
pela constante producdo de IL-10, normalmente encontrada elevada em modelos de
tolerancia, que ndo afetou a carga parasitaria nas 6 primeiras semanas, mas manteve a
integridade do tecido da orelha. Embora a producdo de citocinas inflamatdrias pareca ser
requerida para o controle da infeccdo por Leishmania, quando ndo ha o controle da sua
producdo, pode resultar em uma patologia exacerbada, como observado no grupo PAM.

Nossos resultados também véo de acordo com trabalhos de doencas autoimunes,
onde o tratamento de camundongos NOD com peptideo p277 da Hsp60 (via s.c) diminuiu a
patogenicidade da doenca através da reducdo na produgdo de IFN-y (ABLAMUNITS et al.,
1998). No modelo de aterosclerose, a patogénese da doenca assim como o dano endotelial
foram atenuados pelos efeitos da elevacdo de IL-10 e redugdo de IFN-y, induzidos pela
tolerancia oral ao Hsp65 (JING et al., 2011)
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Uma citocina que pode inibir a resposta do tipo Thl é a IL-10, uma vez que esta
molécula € capaz de causar a supressdao de muitas funcBes efetoras dos macréfagos
(FIORENTINO et al.,1991). Mesmo sendo associadas a persisténcia do parasita, quando
produzida em baixos niveis, as citocinas anti-inflamatdrias atenuam reacdes inflamatdrias e
aceleram o processo de cicatrizacdo (PASPARAKIS, HAASE, NESTLE, 2014; ALLEN,
WYNN, 2011; GAUSE, WYNN, ALLEN, 2013). Acreditamos que nossos resultados estéo de
acordo com estes trabalhos, e que a IL-10 pode ter sido a responsavel pela reducdo da
inflamacéo observada nos grupos que receberam Hsp65.

A IL-10 suprime a ativacdo de macrdfagos e a maturacéo de células dendriticas, e
sua producdo limita a resposta imune contra infec¢Oes parasitérias intracelulares como L.
major e Toxoplasma gondii (O’GARRA & VIEIRA, 2007). Foi descrito que a IL-10 age
como uma faca de dois gumes na infeccdo por Leishmania, apesar dos efeitos supressores
levarem a progressdo da doenca e persisténcia do parasita, essa citocina age como um
importante imunorregulador na remodelacdo do tecido durante o processo de cicatrizacéo,
minimizando o dano e a patologia causada por uma resposta Th1 exacerbada e suas citocinas
inflamatdrias, especialmente IFN-y (GOMES-SILVA et al., 2007; CASTELLANO et al.,
2015).

ANTONELLI et al. (2004), mostraram uma correlacéo positiva entre a producao
de IL-10 e TNF-a produzidos por mondcitos de culturas de PBMC de pacientes com LCL
estimulada com antigenos de Leishmania, sugerindo que um mecanismo de auto-regulacédo
intrinseco ao macrofago parece estar ativo em pacientes com Leishmaniose cutanea (revisto
em OLIVEIRA & BRODSKYN, 2012).

O aumento de IL-10 via Hsp ja foi evidenciado em alguns trabalhos com modelos
experimentais como, o de Maron e colaboradores em que demonstraram no modelo de
aterosclerose que a administracdo oral de Hsp65 é capaz de aumentar os niveis de IL-10 no
local inflamado e assim reduzir a inflamacdo (MARON et al., 2002). Consistente com a
importancia do papel da IL-10, Wieten e colaboradores demonstraram que a imunizagdo com
Hsp70 de camundongos 10 dias antes da inducdo de artrite foi capaz de inibir os sinais
clinicos e histologicos da doenca, via producédo de IL-10 (WIETEN et al., 2009). No modelo
de colite, a administracdo de L. lactis Hsp65 impediu a redugdo de IL-10 no tecido do c6lon, o
que foi critico para os efeitos imunoregulatérios (GOMES-SANTOS et al., 2017). No modelo
experimental de encefalomielite, acredita-se que a administracdo oral utilizando L. lactis

Hsp65 previne a patogénese da doenga e esse efeito também estd associado ao aumento da
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producdo de IL-10 em cultura de células de linfonodos mesentéricos e baco (REZENDE et
al., 2013).

Quanto & concentracdo de TGF-B observamos que ndo houve diferengas
significativas entre os diferentes grupos de animais, produzido pelas células do linfonodo
drenante. Sabe-se que TGF- ¢ um fator de crescimento com propriedades anti-inflamatdrias e
imunossupressoras significantes e tem papel central na homeostase do sistema imune e
promocdo da tolerancia (HANSEN et al., 2000). Esta citocina pode suprimir tanto a resposta
imune adaptativa e a inata, inibindo a diferenciacdo de células T em Thl, como também
promover a diferenciacdo de células T CD4'CD25 niive em células Treg induzidas nos
orgdos linféides periféricos e outros tecidos (LAOUAR et al., 2005; LUCAS et al., 2000;
NAKAO et al., 2000; GORELIK et al., 2000; SAD e MOSMANN, 1994).

Na infeccdo por Leishmania, TGF-B age inativando macrofagos, inibindo a
producdo de IFN-y e o6xido nitrico (BARRAL et al.,1995), e desse modo aumentando a
susceptibilidade ao parasita (KEDZIERSKI e EVANS, 2014). Barral et al. (1995)
demonstraram que a adigdo de TGF- recombinante a macr6fagos murinos ou humanos
infectados aumenta a carga parasitaria in vitro (BARRAL et al.,1995). Outro estudo mostrou
que a inoculacdo local de anticorpos anti- TGF-B em lesdes de Leishmania leva a uma
cicatrizacdo mais rapida da lesdo, diminuicdo da carga parasitaria sem alterar a producgdo de
IFN-y. Desse modo, este estudo sugere que TGF-B pode ter papel regulador importante
durante estagios cronicos da Leishmaniose cutanea (LI et al., 1999). Citocinas reguladoras,
como IL-10 e TGF-B, podem induzir tanto prote¢do contra a Leishmaniose como implicar na
patogénese da doenca. Um balan¢co na producdo de citocinas inflamatdrias e anti-
inflamatorias durante a atuacdo da resposta imune é necessaria para controlar a infecgédo e
limitar as reacGes inflamatorias que levam ao dano tecidual acelerando a cicatrizacéo da leséo
caracteristica na Leishmaniose cutanea (MASPI et al., 2016)

Em modelos de doencas autoimunes, o aumento de TGF-B por macréfagos,
linfocitos e células mesenquimais estd associado ao processo de fibrose e aumento de
deposicdo de colageno do tipo-1, como evidenciado no modelo de colite (SUZUKI et al.,
2011). No estudo realizado por Rezende e colaboradores, acredita-se que TGF-B seja a
citocina mais importante liberada por células reguladoras, e um dos mediadores
desencadeados pelo tratamento com L. lactis produtor de Hsp65 no modelo de encefalomielite
(REZENDE et al., 2013). Desse modo, acreditamos que os efeitos observados nos animais

que receberam L. lactis Hsp65, como atenuacdo da inflamacdo e aceleracdo da cicatrizagéo,
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podem ter sido devido a constante producdo de IL-10 pelas células do linfonodo drenante
destes animais.

Baseado no trabalho de Hoft realizado em 2008, nossos achados de citocinas
produzidas pelas células do baco era esperado (Figura 15), j& que a imunizacdo dos
camundongos foi feita pela mucosa oral. A vacina¢do na mucosa normalmente gera respostas
imunes nos linfonodos e ndo no bago, jA que este o6rgdo é estimulado geralmente apds
imunizacOes intramusculares (HOFT, 2008). No caso da infeccdo por L. braziliensis,
acreditamos que ndo foram encontradas alteracdes significativas no baco por néo se tratar de
uma infeccdo visceral, onde ndo ha migracdo de parasitas para este 6rgdo e consequente
auséncia de inflamacéo.

Uma vez que um dos principais mecanismos explicativos pra a inducdo de
tolerancia oral € a supressao via células reguladoras (WEINER et al., 2011), nosso préximo
passo foi analisar a frequéncia de células CD4'LAP" e CD4'Foxp3® induzidas pela
administracdo de L. lactis produtor de Hsp65 durante o desenvolvimento da infeccdo.

Na leishmaniose cutanea, a presenca de células Treg esta associada a uma resposta
imune controlada (SADEGHIAN et al., 2006), enquanto na leishmaniose cutanea
disseminada, células Treg Foxp3* foram associadas & persisténcia do parasita (CARNEIRO et
al., 2009). Foi evidenciado no modelo experimental de leishmaniose cutdnea, que células
Treg Foxp3" encontradas na epiderme podem ter papel chave na limitacdo da patologia do
tecido (KAUTZ-NEU et al., 2011). Por outro lado, na infeccdo de camundongos C57BL/6 por
L. major, células Tregs parecem ter um papel na persisténcia do parasita, suprimindo funcdes
de células T CD4" efetoras através de mecanismos mediados por IL-10 (BELKAID et al.,
2002).

Em nosso estudo, vimos que a administracdo de L. lactis produtor de Hsp65
(grupo HSP) induziu um aumento na frequéncia de células T CD4"Foxp3* (6 e 10 semanas) e
CD4+LAP" (12 semanas) tanto em células do linfonodo drenante como do mesentérico
comparado aos animais do grupo Vazio (Figura 14 e 15). Células T reguladoras ja foram
anteriormente descritas por sua importancia na manutencdo da homeostase intestinal.
Recentemente, Gomes-Santos et al. demonstraram que o pré-tratamento com Hsp65 foi capaz
de prevenir o desenvolvimento da colite em camundongos, induzir células Treg CD4Foxp3*
e CD4'LAP" de modo dependente de TLR2, gerar células dendriticas com perfil tolerogénico,
manter a integridade da mucosa intestinal dos animais, induzir o aumento de IL-10 no célon e
reduzir citocinas inflamatérias (GOMES-SANTOS et al.,, 2017). Em outro modelo
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experimental de colite foi visto que linfocitos T CD4'LAP*, expressando CD25" ou néo,
parecem participar do controle da inflamacé&o intestinal (GANDHI et al., 2011).

Sabe-se que a mucosa intestinal € um sitio privilegiado para geracdo de células
Tregs expressando LAP na sua superficie (NAKAMURA et al., 2011; OIDA et al., 2003;
CHEN et al., 2008). Observamos que os animais do grupo HSP+PAM expressaram elevada
frequéncia de células CD4"LAP" no linfonodo mesentérico apds dez semanas de infecgdo. Em
um trabalho desenvolvido utilizando 0 modelo de EAE, acredita-se que os elevados numeros
de células Tregs CD4'CD25'LAP" e CD4'CD25LAP"  observados nos linfonodos
mesentéricos podem ser induzidos ou ativados na mucosa intestinal apds a administracdo do
L. lactis produtor de Hsp65. Desse sitio, eles podem entdo migrar para orgdos linféides
secundéarios (REZENDE et al., 2013).

Vérios trabalhos tem evidenciado o papel das Hsps tanto na funcdo como na
sobrevivéncia de células Tregs CD4'CD25'Foxp3*. Como efeitos da Hsp60, tem sido
demonstrado que, a ligagcdo de TLR2, leva a diminuicdo da producéo de TNF-a e IFN-y e um
aumento de IL-10 pelas células T, além de atuar na manutencéo e funcéo de células Tregs
CD4'CD25"Foxp3* via TLR2 (ZANIN-ZHOROV et al., 2006). Corroborando com isso, tém
sido reportados inimeros efeitos anti-inflamatorios da Hsps associados a presenca de células
Tregs em modelos de doencas autoimunes como artrite reumatdide (WIETEN et al., 2009),
diabetes tipo 1 (ABLAMUNITS et al., 1999) esclerose maltipla (ZORNELLA-PEZAVENTO
et al.,, 2010) e aterosclerose (MARON et al., 2002). Foi observado no modelo de
encefalomielite experimental um aumento no nimero de células T reg Foxp3™ assim como de
células CD4'LAP* em animais pré-tratados com L. lactis produtor de Hsp65. Eles entdo
associaram a melhora da doenca como um efeito mediado principalmente por células Treg
LAP?, assim como ao aumento da producdo de IL-10 pelas de células do linfonodo
mesentérico e do baco (REZENDE et al., 2013). O aumento de células regulatdrias
expressando Foxp3 também foi observado em camundongos que receberam Hsp65 no modelo
de aterosclerose (VAN PUIJVELDE et al., 2007).

Por outro lado, foi visto que a imunizacdo com Hsp70 pode induzir a
diferenciacdo de células T produtoras de IL-10, sem aumentar a expresséo de Foxp3. Além de
células T CD25" expressarem Foxp3, um subgrupo de células T regulatérias, como as Trl,
que ndo expressam elevados niveis de Foxp3 podem estar envolvidas (RONCAROLO et al.,
2006). Células Trl sdo induzidas na periferia e apOs serem apresentadas a um antigeno,
expressam elevadas quantidades de IL-10 (RONCAROLO e GREGORI, 2008). Estes

trabalhos indicam a possivel presenca de diferentes tipos de regulacdo em diferentes modelos
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de inflamacdo. (WIETEN et al., 2009). A toleréncia periférica induzida por via oral é uma
forma eficiente de suprimir respostas inflamatdrias pela indugéo de diferentes tipos de células
T regulatorias. (FARIA e WIENER, 2006).

Posteriormente, avaliamos a histopatologia das orelhas infectadas, e observamos
que, apds 6 e 10 semanas de infeccdo, os animais administrados com L. lactis produtor de
Hsp65 (HSP e HSP+PAM) apresentaram uma reducdo na intensidade da inflamacéo
comparado aos controles. Apesar de o grupo HSP ter recrutado mais neutréfilos e macrofagos
(6 semanas), isso parece ter favorecido o controle parasita na orelha e ndo a inflamacao.

Na leishmaniose experimental, o infiltrado dérmico agudo consiste de neutrofilos
e macréfagos. O recrutamento de neutrofilos associado a producao de IFN-y pelos macr6fagos
restringe a replicagdo de parasita (VENUPRASAD et al., 2003; BELKAID et al., 2001). Isto
pode explicar a reducdo da carga parasitaria apos o infiltrado precoce de neutréfilos
observado nas orelhas do grupo HSP. A ulceracdo da pele estd associada a uma resposta
inflamatoria local exacerbada, a qual usualmente ocorre poucas semanas ap0s o0
desenvolvimento da lesdo. A participagdo dos neutrofilos na lesdo de leishmaniose cutanea
tem sido reportada, no modelo de pata e orelha, em camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis. Esses animais desenvolvem uma inflamacao local consistindo de macréfagos
epitelidides e células polimorfonucleares (DONNELLY et al.,, 1998; INDIANI DE
OLIVEIRA et al., 2004; DE MOURA et al., 2005), as quais também sdo recrutadas na
infeccdo intradérmica da orelha (ANDRADE et al., 1984; LIMA et al., 1998). Durante a
infeccdo, a reducdo dos neutrofilos coincide com o aumento na carga parasitaria, ja em
camundongos co-inoculados com parasitas e neutréfilos a carga parasitaria no sitio de
infeccdo e nos linfonodos drenantes é reduzida (NOVAIS et al., 2009). Desse modo, como
dito anteriormente, é possivel que o elevado nimero de neutréfilos encontrados na orelha de
animais do grupo HSP apds 6 semanas de infeccdo seja resultado do aumento na producéao de
IL-17, e este fato seja responsavel pela reducdo da carga parasitaria apds esse periodo.

A preservagédo tecidual induzida pelo tratamento com Hsps foi evidenciada 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). Neste mesmo modelo, foi
mostrado que o pré-tratamento com Hsp70 atrasou o inicio da doenca e reduziu drasticamente
a gravidade da doenca, tanto clinicamente como histologicamente (WIETEN et al., 2009). O
uso oral de Hsp65 mostrou-se capaz de diminuir o dano endotelial da aorta caracterizado pela

patogénese da aterosclerose (JING et al., 2011), assim como abolir os sinais de inflamacéo na
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mucosa da animais com colite, bem como seu indice macroscépico, preservando sua
arquitetura e resultando apenas em um discreto infiltrado inflamatério (GOMES-SANTOS et
al., 2017).

Como vimos, o uso de L. lactis Vazio ndo afetou positivamente o
desenvolvimento da doenca. Com isso, atribuimos que os efeitos regulatérios observados apds
a administracéo oral de L lactis produtor de Hsp65 foi dependente do Hsp65 derivado do M.
leprae. Acreditamos que por essas proteinas serem consideradas auto-antigenos e
naturalmente toleradas pelo sistema imune, a presenca do L. lactis em um ambiente
tolerogénico como o intestino, pode atuar como um sinal para o sistema imune, facilitando o
reconhecimento da Hsp65 e sua agdo imunomodulatoria.

Resumidamente, nossos resultados fornecem até o momento novos
conhecimentos sobre 0 mecanismo por tras dos efeitos imunomodulatorios do Hsp65 em um

protocolo de alimentagdo continua.
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9 CONCLUSAO

No presente estudo, demonstramos que a administragdo por via oral de
Lactococcus lactis produtor de Hsp65 minimizou o dano tecidual da orelha causada pela
infeccdo pela Leishmania braziliensis. Além disso, tal tratamento diminuiu o tamanho da
lesdo e conteve a carga parasitaria no sitio de infeccdo e no linfonodo drenante. O seu uso
também induziu o aumento da IL-10 (grupo HSP) e diminuicdo de IFN-y (grupos HSP e
HSP+PAM), principalmente em células de linfonodos drenante do grupo HSP+PAM. Houve
aumento da frequéncia de células T regulatorias, como CD4'LAP* e CD4'Foxp3* nos
linfonodos drenantes e mesentéricos de animais do grupo HSP.

De acordo com os nossos dados, concluimos que a administracdo oral do
Lactococcus lactis produtor de Hsp65 derivado de Mycobacterium leprae foi capaz de atenuar
os efeitos da inflamacgéo causada pela infeccdo por Leishmania braziliensis.

Além disso, a associacdo entre o L. lactis e Hsp65 derivado do Mycobacterium
leprae pode ser visto como um candidato na profilaxia, ndo s para doencas autoimunes,

como para doencas inflamatdrias cronicas causadas por patdgenos.
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