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RESUMO

A B-glucana induz imunidade treinada em mondcitos/macréfagos. Estudos sugerem que
a IL-32 esteja envolvida em mecanismos importantes para o controle da infeccéo por L.
braziliensis e camundongos transgénicos para o gene da IL-32y humana (IL-32yTg) sdo
um modelo para avaliacao das funcdes desta citocina. Desse modo, este estudo tem por
objetivo avaliar o efeito do treinamento com B-glucana no controle da infecgéo por
Leishmania braziliensis em camundongos IL-32yTg ou selvagens (WT). Os
camundongos foram treinados com B-glucana e infectados com L. braziliensis na pata
(10° ou 10°). Foram avaliados: o tamanho da les3o, a carga parasitaria, as caracteristicas
histopatoldgicas, as citocinas nos macerados das patas infectadas, nas culturas de
células de linfonodo e da medula 6ssea. Macrofagos foram derivados de precursores da
medula dssea de animais WT ou IL-32yTg treinados in vivo e infectados com L.
braziliensis, sendo avaliada a fagocitose e a atividade leishmanicida. Nos camundongos
IL-32yTg infectados com 10° parasitos, quando comparados aos animais WT, o
treinamento com (-glucana levou a um aumento da lesdo na 3* semana de infeccéo,
associado a um aumento do processo inflamatorio e a uma maior producéo de interferon
gama (IFNy); e menor carga parasitaria e processo inflamatdrio menos intenso, apos 8
semanas de infec¢do. Nas culturas de células da medula 6ssea dos animais IL-32yTg, 7
dias ap0s a injecdo de P-glucana, houve um aumento da producdo de IL-1pB, apos
estimulacdo com antigenos de Leishmania. A atividade fagocitaria de macréfagos de
animais 1L-32yTg treinados com B-glucana foi mais elevada do que a dos animais WT
treinados, mas a capacidade de controle da infecdo foi similar. Os dados com indculo de
10° parasitos sugerem que a IL-32y intensifica os efeitos do treinamento com B-glucana,
indicando estas moléculas como alvos terapéuticos para leishmaniose.

Palavras-chave: Imunidade treinada; Interleucina-32; Leishmania.
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ABSTRACT

B-glucan induces trained innate immunity in monocytes/macrophages. Studies suggest
that IL-32 is involved in mecanisms important for the control of L. braziliensis and
transgenic mouse for the human IL-32y gene (IL-32y) is a model for evaluating the
functions of this cytokine. Thus, this study aims to evaluate the effect of B-glucan
training on the control of Leishmania braziliensis infection in IL-32yTg or wild-type
(WT) mice. The mice were trained with 3-glucan and infected with L. braziliensis in the
paw (10° or 10° parasites). We evaluated: lesion size, parasite load, histopathological
characteristics, cytokines in macerated of the infected paws, lymph node and bone
marrow cell cultures. Macrophages were derived from bone marrow precursors from
WT or IL-32yTg animals after training in vivo and infected with L. braziliensis to
evaluate phagocytosis and leishmanicidal activity. In 1L-32yTg mice infected with 10°
parasites, when compared to WT animals, -glucan training led to an increase in lesion
size on week 3 of infection, associated with an increased inflammatory process and
increased production of interferon gamma (IFNy); and less parasitic load and less
intense inflammatory process after 8 weeks of infection. In bone marrow cell cultures of
IL-32yTg animals, 7 days after B-glucan injection, there was an increase in IL-1p
production after stimulation with Leishmania antigens. The phagocytic activity of
macrophages from IL-32yTg animals trained with B-glucan was higher than that of
trained WT animals, but the ability to control infection was similar. Data with inoculum
of 10° parasites suggest that 1L-32y enhances the effects of B-glucan training, indicating
these molecules as therapeutic targets for leishmaniasis.

Keywords: Trained immunity; Interleukin-32; Leishmania.
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1. INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana: Aspectos Gerais

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecciosa
causada por protozoarios do género Leishmania. Estes parasitos sdo transmitidos a
animais vertebrados mamiferos durante o repasto sanguineo de fémeas do inseto vetor
do género Lutzomyia (flebotomineos). Durante a hematofagia, a fémea do vetor
regurgita, junto com a saliva, formas infectantes do parasito, denominadas
promastigotas metaciclicas, as quais apresentam um flagelo evidente. Desencadeia-se,
entdo, uma reposta imune inata no sitio de infec¢do e os parasitos sdo fagocitados por
células do sistema fagocitario mononuclear, principalmente por macrofagos, onde se
diferenciam em sua forma intracelular, denominada amastigota, que ndo apresenta
flagelo evidente (Sacks & Perkins, 1984; Killick-Kendrick, 1986; Brasil, 2007). Dentro
dos macrofagos, o parasito se multiplica por divisdo binéria, podendo romper estas
células e infectar outras, expandindo a infec¢do. O ciclo continua quando outro
flebotomineo, ndo infectado, ingere sangue do vertebrado infectado contendo as formas
amastigotas do parasito. Dentro do tubo digestério do flebotomineo, as formas
amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas que, em seguida, se
diferenciam na forma infectante, a metaciclica, a qual migra para a probdscide do vetor,
sendo inoculada em um vertebrado durante outro repasto sanguineo (Brasil, 2007).

A LTA ¢, primariamente, uma zoonose, transmitida de animais silvestres,
reservatorios do parasito, para 0 homem ou animais domésticos, 0s quais sdo
hospedeiros acidentais do parasito. Devido ao acentuado desmatamento nos ultimos
anos, a transmisséo da doenga tem-se expandido para regides urbanas e periurbanas
(Gontijo & Carvalho, 2003; Brasil, 2013).

A leishmaniose tegumentar € um problema de salde pablica em 88 paises, com
registro anual de cerca de 1,5 milhdo de casos. Essa doenca é amplamente distribuida
pelas Américas, se estendendo desde o Sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,

com excecao do Chile e Uruguai (Gontijo & Carvalho, 2003; Brasil, 2013). Dez paises,



incluindo o Brasil, sdo responsaveis por cerca de 75% dos casos de leishmaniose
cutanea no mundo (Alvar et al. 2012). Em 2016, no Brasil, foram registrados 12.690
casos autoctones de LTA, sendo a regido Norte a que apresentou 0 maior nimero de
casos (5.075), seguida pela regido Nordeste (3.166) e regido Centro-oeste (1.974)
(Brasil, 2017).

No Brasil, foram identificadas sete espécies de Leishmania responsaveis por
causar LTA, as quais pertencem a dois subgéneros: Viannia, representado por L.
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L.
(V.) shawi; Leishmania, representado por L. (L.) amazonensis (Basano & Camargo,
2004; Brasil, 2013). A espécie L. braziliensis, responsavel pela maioria dos casos de
LTA no pais, pode causar um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que abrange
desde uma Unica lesdo cutanea até invasdes graves das mucosas oral e nasofaringea
(Silveira et al. 2009; Goto & Lindoso, 2012).

As manifestacdes clinicas da LTA sdo dependentes da relacdo parasito-
hospedeiro, ou seja, de fatores do hospedeiro que determinam as respostas imunes ao
parasito, de fatores do parasito, bem como de fatores relacionadas ao vetor, como 0s
componentes da saliva (Gontijo & Carvalho, 2003; Scott & Novais, 2016). Em seguida,
serdo descritas, sucintamente, as principais formas clinicas da LTA no Brasil. A
leishmaniose cutanea localizada (LCL), a forma clinica mais frequente da doenca,
caracteriza-se por uma Unica lesdo ou poucas lesbes cutaneas ulceradas, de aspecto
arredondado e bordas elevadas, que tende a cura espontanea. Raramente, o quadro
clinico pode evoluir para leishmaniose cutdnea difusa (LCD), a qual ndo apresenta
resposta imune celular especifica contra os antigenos de Leishmania e se caracteriza por
varias lesbes nodulares que, geralmente, ndo ulceram. No Brasil, essa forma clinica é
causada exclusivamente por L. amazonensis. A leishmaniose cutanea disseminada (LD),
caracterizada pela presenca de multiplas lesGes ulceradas em varias areas do corpo, é
causada por uma falha da resposta imune contra o parasito. Em 29% dos casos de LD
ocorrem lesbes em mucosas. A leishmaniose mucosa (LM), uma manifestacdo clinica
em que ha uma resposta imune celular exacerbada e uma baixa carga parasitaria,
acomete as mucosas oral e nasofaringea. No Brasil, L. braziliensis é a principal espécie
responsavel por essa forma clinica. A LM também pode ocorrer simultaneamente com
uma manifestacdo cuténea localizada, sendo denominada leishmaniose mucocutanea, no
entanto, geralmente ocorre meses ou anos ap6s a LCL (Brasil, 2007; Goto & Lindoso,
2010; Goto & Lindoso, 2012).



1.2. Leishmaniose tegumentar: Aspectos Imunologicos

1.2.1. Aspectos gerais das respostas imunes

Apbs os parasitos serem inoculados no hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas sdo reconhecidas pelas células imunes inatas, residentes no local da
infeccdo, tais como macrofagos e células dendriticas (DCs), via receptores
reconhecedores de padrbes (PRRs), como os receptores semelhantes a Toll (TLRS) e os
receptores semelhantes a NOD (NLRs) (Gurung & Kanneganti, 2015).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que as formas amastigotas de L.
braziliensis induzem a producéo de fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina
(IL)-10 em células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) tratadas com
interferon gama (IFNy) in vitro e, que essa producgdo é dependente de TLR4, uma vez
que a neutralizacdo desse receptor inibiu a producdo dessas citocinas. Também foi
demonstrado que as formas amastigotas de L. braziliensis diminuem a expresséo de
TLR4 na membrana celular de mondcitos/macro6fagos e os nossos dados sugerem que
essa diminuicdo seja devido a sua internalizacdo apds infeccdo, ou seja, amastigotas
interagem com TLR4 e este é internalizado juntamente com o parasito. Portanto, o
TLR4 é um importante receptor para reconhecimento de L. braziliensis e sua ativacédo
induz a producdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias importantes durante a infeccdo
(Galdino Jr et al. 2016). Além do TLR4, os TLRs 1, 2, 6 e 9 estdo envolvidos na
resposta a infeccdo por Leishmania (Srivastava et al. 2013; Pandey et al. 2014).
Srivastava et al. (2013) mostraram que a interacdo entre TLR2 e o lipofosfoglicano
(LPG) de L. major resulta em suscetibilidade a infeccdo, uma vez que leva a diminuicéo
da expressdo de TLR9, o qual esta envolvido em uma resposta imune protetora.
Posteriormente, Pandey et al. (2014) mostraram que a sinalizacdo através do
heterodimero TLR2/6 resultou em diminuicdo do nimero de parasitos em macrofagos
infectados, acompanhada de um aumento da expressdao de TLR9, enquanto que a
sinalizacdo via heterodimero TLR2/1 levou ao aumento do numero de parasitos em
macrofagos e diminuicdo da expressdo de TLRO.

Também foi avaliado por nosso grupo se variantes genéticas em NOD1 ou
NOD2 influenciam a produgdo de citocinas por PBMCs humanas expostas a
Leishmania. Demonstramos que polimorfismos no gene Nod2 diminuiram a producéo

de citocinas por linfocitos e mondcitos apds a estimulagdo com L. amazonensis ou L.



braziliensis, em compara¢do com os individuos que possuem um receptor NOD2
funcional. Além disso, mostramos que o reconhecimento de Leishmania por NOD2 é
importante para o controle intracelular do parasito (dos Santos et al. 2017b).

A forma promastigota também pode ser opsonizada por anticorpos naturais e por
proteinas do sistema complemento que ativam uma cascata proteolitica que causa a
morte direta do parasito (Dominguez et al. 2003). Alguns estudos mostraram que 0
sistema complemento € importante para a eliminacdo do parasito no inicio da infeccéo,
uma vez que animais deficientes para proteinas do complemento foram mais suscetiveis
a infeccdo por L. amazonensis (Laurenti et al. 2004). A opsonizacdo do parasito pelas
proteinas do complemento, entretanto, pode servir como um mecanismo de evasao,
facilitando a entrada de Leishmania nos fagécitos (Dominguez et al. 2003). Assim, 0s
receptores para o complemento (CR1, CR3) reconhecem o parasito opsonizado e
induzem sua fagocitose. O CR3, por ser uma integrina, também € usado para fagocitose
direta de Leishmania, sem a necessidade de opsonizagdo por complemento (Blackwell
et al, 1985; Russel & Wright, 1988; Da Silva et al. 1989). Ueno et al. (2009) mostraram
qgue o CR3, em macrofagos humanos, € importante para a fagocitose tanto de formas
promastigotas em fase estacionéria do crescimento como de promastigotas metaciclicas
purificadas de L. infantum. E, em contraste, o receptor de manose (MR) foi importante
apenas para fagocitose de formas promastigotas em fase estacionaria. Além disso,
mostraram que a forma metaciclica gerou formas amastigotas com replicacdo
intracelular mais eficiente do que as derivadas de formas da fase estacionaria do
crescimento. Os dados, entdo, sugerem que formas promastigotas metaciclicas sdo
internalizadas por uma via (CR3) que aumenta sua sobrevivéncia.

Além desses receptores, o reconhecimento de Leishmania pode ser mediado pelo
receptor dectina-1, por receptores para a por¢do Fc de imunoglobulina G e pelos
receptores de fibronectina (Ueno &Wilson, 2012). Lefévre et al. (2013) demonstraram
que dectina-1 e o MR reconhecem carboidratos na membrana do parasito e estdo
acoplados as vias de sinalizacdo Syk-p47phox e &cido araquiddnico (AA)-NADPH
oxidase, respectivamente, necessarias para a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), contribuindo, assim, para a resposta de macrofagos a L. infantum. Também foi
demonstrado que durante a fagocitose de L. amazonensis ocorre ativacdo de dectina-1 e
producdo de ROS, via sinalizagdo Syk quinase, o que contribui para a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (Lima-Junior et al. 2017).



No inicio da infeccdo, as células residentes, que sdo ativadas pelo parasito,
secretam quimiocinas que atraem células inflamatérias para o local (Stebut, 2007). Os
neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o sitio da infeccdo e
fagocitam os parasitos. No interior do fagolisossomo, Leishmania € exposta a enzimas,
peptideos antimicrobianos e ROS, efetores antimicrobianos que causam a morte do
parasito (Ritter et al. 2009).

Em alguns modelos experimentais foi demonstrado que os neutréfilos séo
células importantes para o controle da carga parasitaria. Porém, as informacdes sobre o
envolvimento dessa célula na leishmaniose sdo controversas. Alguns estudos tém
mostrado que o neutréfilo pode atuar como “Cavalo de Tréia”, uma vez que corpos
apoptoticos de neutréfilos infectados podem facilitar a entrada silenciosa de Leishmania
nos macrofagos. Ou seja, ao remover esses residuos celulares, os macréfagos ingerem
parasitos viaveis, sem serem devidamente ativados, o que facilita a sobrevivéncia dos
parasitos no ambiente intracelular (Laskay et al. 2003). Afonso et al. (2008)
demonstraram que a interacdo de macrofagos com corpos apoptoticos, mas ndo com
corpos necraticos de neutrofilos, aumenta a carga parasitaria em macrofagos humanos
infectados com L. amazonensis.

Ribeiro-Gomes et al. (2004) mostraram que em camundongos C57BL/6, 0s
neutrofilos sdo importantes para eliminacdo de L. major, enquanto que em
camundongos BALB/c, os neutréfilos favorecem o crescimento do parasito. Esse estudo
também mostrou que a atividade leishmanicida dos macrofagos é dependente de TNF-a
e elastase neutrofilica e que a diferenca entre as duas linhagens de camundongos se deve
a uma maior quantidade de elastase presente nos neutréfilos dos animais C57BL/6. Por
outro lado, Novais et al. (2009) mostraram que em modelo de infeccdo em orelha de
camundongos BALB/c com L. braziliensis, os neutréfilos desempenham um papel
importante na eliminacdo do parasito. Neste estudo foi mostrado que a deplecéo in vivo
de neutrdfilos resultou em aumento significativo na carga parasitaria e que
camundongos coinoculados com parasitos e neutréfilos apresentaram menor carga
parasitaria no local da infeccdo e nos linfonodos drenantes. In vitro, observou-se que 0s
neutréfilos vivos reduziram significativamente a carga parasitaria em macrofagos
murinos infectados por L. braziliensis. A eliminacdo de L. braziliensis foi dependente
da interacdo entre neutrofilos e macrofagos e foi associada a producdo de TNF e
superoxido. Essa cooperacdo entre macrofagos e neutrdfilos também foi observado em

células humanas infectadas com L. braziliensis (Novais et al. 2009).



Além da morte mediada por mecanismos intracelulares ap6s a fagocitose, 0s
neutréfilos possuem um mecanismo extracelular para matar os parasitos denominado
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS). As NETs consistem em estruturas
extracelulares compostas por &cido desoxirribonucleico (DNA), histonas e enzimas
citoplasmaticas, como a mieloperoxidase, que sdo liberadas para o meio extracelular
(Nazaré-Morgado et al. 2015). Guimardes et al. (2009) mostraram que o LPG da
superficie de L. amazonensis € capaz de induzir a liberacdo de NETs pelos neutrofilos.
E a interrupcdo de NETSs por tratamento com DNase, durante a interacdo do neutréfilo
com a Leishmania, resultou em um aumento da sobrevivéncia dos parasitos, indicando
que as NETs apresentam um papel leishmanicida.

Os neutrofilos ndo sustentam a infeccdo por Leishmania, assim, € nos
macrofagos que o parasito ird se replicar e expandir a infeccdo. O macréfago é uma
célula muito importante na leishmaniose, pois é a principal célula hospedeira do
parasito e desempenha um papel efetor direto na sua eliminacdo. Para a eliminacdo
eficiente de Leishmania é necessario que os macrofagos infectados sejam ativados
adequadamente, 0 que ocorre via 0 reconhecimento do parasito pelos PRRs e por meio
de citocinas, principalmente IFNy, produzido durante a resposta imune inata,
especialmente, por células Natural Killer (NK) (Bogdan et al. 2000a; Prajeeth et al.
2011). Esta ativacdo dos macrdfagos aumenta a expressdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzida (iNOS), que a partir de L-arginina produz 6xido nitrico (NO), um gas
que possui atividade leishmanicida (Bogdan et al. 2000a; Mukbel et al. 2007). Além das
espécies reativas de nitrogénio, tais como NO e peroxinitrito, os macréfagos podem
eliminar os parasitos por meio da producdo de ROS (Bogdan et al. 2000b) e peptideos
antimicrobianos (Abdossamadi et al. 2016).

A eliminacdo eficiente de Leishmania pelos macrofagos depende de uma
resposta imune adaptativa apropriada, que é dependente da adequada ativacdo das DCs.
As DCs presentes no sitio de infeccdo reconhecem e fagocitam o parasito. Ocorre,
entdo, a maturacdo dessas células e o processamento de antigenos, enquanto elas
migram para o linfonodo drenante da lesdo, onde irdo realizar a apresentacdo de
antigenos para os linfocitos T virgens, modulando o perfil da resposta imune adquirida.
A producéo de IL-12 pelas DCs é critica para a diferenciagdo de células T auxiliares
(Th) em células Thl, importante para o controle do parasito, uma vez que séo fontes de

IFNy (Woelbing et al. 2006; Liu & Uzonna, 2012). Se no momento da apresentagéo de



antigenos, o microambiente ndo possuir IFNye IL-12 e estiverem presentes outras
citocinas, como a IL-4, os linfécitos Th se diferenciam em células Th2, perfil que
favorece a sobrevivéncia do parasito (Mosmann & Coffman, 1989; Lazarski et al.,
2013). Portanto, as DCs fazem uma conexdo entre a imunidade inata e a adquirida e
modula o perfil de resposta, o qual ird determinar o curso da infeccao.

Na presenca de citocinas de perfil Thl, como IFNy, os macrofagos sdo ativados
adequadamente e isso € fundamental para a eliminacdo do parasito, como descrito
acima. Entretanto, na presenca de citocinas anti-inflamatdrias ou reguladoras, como a
IL-4 e a IL-10, os macréfagos sdo ativados alternativamente ou regulados de maneira
que ocorre um prejuizo na producdo de moléculas microbicidas e facilitacdo do
crescimento do parasito (Iniesta et al. 2002; Mukbel et al. 2007; Mathur et al. 2004).
Citocinas de perfil Th2 induzem a expressdo de arginase, uma enzima que metaboliza a
L-arginina para gerar a producdo de L-ornitina e ureia. Os metabdlitos da L-ornitina,
poliaminas e prolina, estdo envolvidos com o reparo tecidual. Consequentemente, ha
uma diminuicdo da producdo de NO, favorecendo a sobrevivéncia e crescimento do
parasito. Além disto, as poliaminas sdo utilizadas pelos parasitos para o seu crescimento
dentro dos macrofagos (Iniesta et al. 2002, Colotti & llari, 2011). Portanto, dependendo
do perfil da resposta dos linfocitos Th, a regulacédo das atividades dos macréfagos pode
favorecer o crescimento do parasito ou levar a sua eliminacéo.

A maioria das informagdes disponiveis sobre a resposta imune a infeccdo por
Leishmania tem sido obtida em modelos experimentais murinos. A manifestacdo clinica
da leishmaniose tegumentar, no modelo experimental, depende da linhagem do
camundongo e da espécie do parasito. Para a leishmaniose tegumentar, o modelo
experimental que tem sido mais utilizado é aquele com a infeccdo de camundongos com
L. major. Este modelo permitiu elucidar varios mecanismos da resposta imune que estdo
relacionados a resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo (Oliveira & Barral-Neto, 2005).
Enquanto algumas linhagens de camundongos sdo resistentes (linhagem C57BL/6),
outras sdo extremamente suscetiveis a infeccdo (linhagem BALB/c). A resisténcia ou
suscetibilidade a infeccdo estd relacionada ao perfil de citocinas produzidas,
inicialmente, no sitio de infec¢do. Em linhagens de camundongos suscetiveis a L. major
observa-se elevada producdo de IL-4, IL-13 e IL-10, caracterizando um perfil de
resposta de linfécitos T do tipo Th2 e de células T reguladoras (Treg), o que é favoravel

a sobrevivéncia do parasito. Ja em camundongos resistentes observa-se uma resposta de



linfécitos T com perfil Thl. Nesta resposta, ha elevada producédo de IFNy, que induz a
producdo de NO e ROS pelos macrofagos, favorecendo a eliminacdo do parasito
(Mosmann & Coffman, 1989; Bogdan et al. 2000b).

Como outros patdgenos, Leishmania possui varios mecanismos para evadir do
sistema imune. Componentes do glicocalix, como o LPG, podem desempenhar um
papel protetor dos parasitos, dificultando, por exemplo, a lise pela acdo do sistema
complemento. Ja foi demonstrada a capacidade do parasito de inibir a fusdo do
fagossoma com o lisossoma, além da neutralizacdo ou inibicdo da producdo de
moléculas microbicidas. Leishmania também é capaz de modular a resposta imune
inibindo a expressdo de moléculas classe Il do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC-I1) e moléculas co-estimuladoras nas DCs, bem como interferir no
processamento de antigenos. O parasito também pode interferir na expressdo e vias de
sinalizacdo dos TLRs, subvertendo a resposta pré-inflamatéria e favorecendo o

crescimento dos parasitos (Srivastava et al. 2013; revisto em Cecilio et al. 2014).

1.2.2. O modelo de infec¢do com L. braziliensis em camundongos

Os estudos com L. braziliensis em murinos sdo escassos e utilizam,
principalmente, as linhagens BALB/c e C57BL/6. Em geral, mas dependendo do
isolado ou cepa do parasito, os animais C57BL/6 sdo mais resistentes (de Souza-Neto et
al. 2004; Maoli et al.2004) a infeccdo do que os BALB/c (Childs et al. 1984; Dekrey et
al. 1998; Teixeira et al. 2005). Childs et al. (1984) mostraram que a maioria das
linhagens de camundongos sdo resistentes a infeccdo por L. braziliensis, sendo que 0s
camundongos BALB/c sdo os mais suscetiveis. As linhagens de camundongos AKR/J e
CBA/J apresentaram apenas um ligeiro e transitério inchaco do focinho, quando se
tentou desenvolver um modelo de LM apo6s infecgdo com L. braziliensis. As linhagens
SWR/J, C57L/J, AlJ, A/HeJ e DBA/1J desenvolveram inchacos iniciais ou nédulos no
focinho que se resolveram; enquanto as linhagens C3H/HeJ, C57BL/6J, CBA/J e
CBA/CalJ ndo mostraram evidéncias de estabelecimento da infeccdo. Em contraste, 0s
camundongos BALB/cl apresentaram lesdes dérmicas progressivas e visceralizagdo
apos infeccédo intradérmica no focinho com L. braziliensis.

Pereira et al. (2009) avaliaram as caracteristicas histopatoldgicas do bago, figado
e linfonodo popliteo de camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados com diferentes

isolados de L. braziliensis. Os animais foram infectados na pata, o curso da leséo foi



avaliado por 10 semanas e apds esse periodo 0s animais foram eutanasiados e os tecidos
de interesse foram coletados para serem analisados por imunohistoquimica.
Camundongos infectados com a cepa | apresentaram infiltrados inflamatorios
constituidos principalmente por células mononucleares em todos os tecidos analisados e
um grande namero de megacariocitos, em comparagdo com outros isolados. A cepa Il
levou a um aumento da pata infectada ndo observado em outros isolados. Além disso,
foram observados infiltrados mononucleares no figado e hemosiderina no bago. J& os
camundongos infectados com a cepa Ill, mostraram apenas um aumento no nimero de
megacariécitos no bago. Esses resultados mostraram que diferentes isolados podem
causar cursos de lesdo e perfis histopatoldgicos distintos nos camundongos C57BL/6 e
BALB/c (Pereira et al. 2009).

Maoli et al. (2004) mostraram que a pata de camundongos C57BL/6 infectada
com L. braziliensis desenvolveu uma leséo, que apresentou maior espessura na terceira
semana de infeccdo, mas que regrediu completamente apos seis semanas. Além disso,
mostraram que, ao contrario do que é observado na infeccdo por L. amazonensis, 0
controle da infeccdo causada por L. braziliensis nessa linhagem de camundongos esta
relacionada a uma resposta imune caracterizada por niveis aumentados de TNF-o e
IFNy. Rocha et al. (2007) mostraram que IL-12, STAT4, TNF e iNOS, mas ndo
NADPH oxidase, sdo importantes para o controle de L. braziliensis in vitro e in vivo.
Nesse trabalho, camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados na pata com a cepa
MHOM/BR/94/H-3227 de L. braziliensis desenvolveram pequenas lesfes cutaneas que
cicatrizaram espontaneamente em algumas semanas. Em contraste, camundongos
BALB/c e C57BL/6 deficientes em IL-12 e BALB/c deficientes em STAT4 infectados
com L. braziliensis apresentaram lesdes cutaneas exacerbadas, bem como uma maior
carga parasitaria na pata e no linfonodo drenante, visceralizagdo e morte
aproximadamente dois meses apds infeccdo. Estes dados reforcam a importancia da IL-
12 para a resisténcia a infecgdo, uma vez que o STAT4 é um fator de transcricao ativado
por esta citocina (Kaplan et al. 1996).

Em camundongos C57BL/6 deficientes em TNF, a infeccdo com L. braziliensis
causou lesbes cutaneas erosivas e ulceracbes hemorragicas. E em camundongos
C57BL/6 deficientes em iNOS foram observadas lesdes cutaneas ulcerativas e maior
carga parasitaria na pata e no linfonodo drenante, em comparacdo com 0s animais
selvagens, mas ndo ocorreu visceralizagdo e a infec¢do ndo causou a morte dos animais.

O NO é, portanto, uma molécula microbicida importante para o controle da infec¢éo por



L. braziliensis em murinos. Entretanto, Giudice et al. (2007) demonstraram que alguns
isolados dessa espécie sdo resistentes a acdo do NO. J& os camundongos C57BL/6
deficientes em NADPH oxidase apresentaram lesdes e carga parasitaria semelhantes aos
animais C57BL/6 selvagens. Além disso, foi demonstrado que, apos estimulacdo in
vitro, células do linfonodo drenante de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis produziram quantidade significantemente menor de IL-4 e maior quantidade
de IFNy, em comparagdo aos camundongos infectados com L. major, mostrando que o
controle de L. braziliensis por essa linhagem de camundongo é dependente dos niveis
dessas citocinas (Rocha et al. 2007).

Souza-Neto et al. (2004) mostraram que camundongos C57BL/6 deficientes em
IFNy, infectados na pata com L. braziliensis (cepa MHOM/BR/75/M2903)
desenvolveram lesbes graves ndo controladas, havendo a necessidade de serem
sacrificados com quatro semanas de infec¢do. Ja os animais C57BL/6 deficientes em IL-
12, em contraste com os resultados obtidos por Rocha et al. (2007), desenvolveram
lesbes cronicas que permaneceram sob controle até 12 semanas de infeccdo e
apresentaram menor carga parasitaria que os animais deficientes para IFNy. As células
do linfonodo dos animais deficientes em IL-12 produziram baixos niveis de IFNy,
provavelmente responsavel pelo controle parcial da infeccéo.

Nosso grupo avaliou o perfil de infeccdo de camundongos C57BL/6 selvagens e
C57BL/6 deficientes em IFNy infectados na pata com dois isolados clinicos
caracterizados (Zauli-Nascimento et al. 2010) como L. braziliensis, IMG3
(MHOM/BR/2003/IMG) e RPL5 (MHOM/BR//2005/RPL). Como observado por
Souza-Neto et al. (2004), enquanto os camundongos selvagens apresentaram uma
pequena lesdo que cura espontaneamente até 12 semanas de infeccdo, os animais
deficientes em IFNy desenvolveram lesdes graves ndo controladas, que ulceram apos
quatro semanas de infeccdo (Oliveira et al. 2010). Esses resultados confirmam que o
controle de L. braziliensis é dependente de IFNy. O uso de animais deficientes em IFNy
tem permitido o isolamento de parasitos Leishmania spp. de pacientes com LTA tanto
para diagnostico quanto para a identificacdo da espécie dos parasitos (Oliveira et al.
2010; Dorta et al. 2012).

Em conjunto, os dados desses trabalhos mostram que muitas caracteristicas da
resposta imune observadas nos modelos murinos com L. major ndo sdo descritas nos

modelos de infeccdo com outras espécies de Leishmania, uma vez que ha diversidade de
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respostas dos hospedeiros as diferentes espécies de Leishmania e até mesmo a
diferentes cepas ou isolados da mesma espécie (Childs et al. 1984; Teixeira et al. 2005;
Giudice et al. 2007; Rocha et al. 2007; Pereira et al. 2009). Isso reforca a necessidade de
estudar diferentes modelos, principalmente a L. braziliensis, espécie responsavel pela

maioria dos casos de LTA no Brasil.

1.3. Interleucina - 32 (IL-32) - Propriedades gerais e sua participacdo nas
leishmanioses

A 1L-32 é uma proteina que foi identificada em 1992 por Dahl et al., sendo
nomeada como um transcrito de célula NK (NK4), mas cuja funcdo permaneceu
desconhecida até 2005. Naquele ano, foi renomeada como IL-32 e descrita como uma
citocina pro-inflamatoria, produzida ndo sé por células NK e linfdcitos T, mas também
por outras células, como as células epiteliais, apos estimulo com IL-12, IL-18 e IFNy e,
que apesar de ndo possuir homologia de sequéncia com as outras citocinas ja descritas,
possuia capacidade de induzir citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a (Kim et al.
2005), e sinalizar pelas vias classicas de citocinas pro-inflamatorias (Ribeiro-Dias et al.
2017).

A IL-32 é uma citocina predominantemente intracelular, expressa por uma
variedade de células imunes e ndo imunes de mamiferos, tais como fibroblastos, células
epiteliais, células NK, linfécitos T, mondcitos/macrofagos, células dendriticas e células
endoteliais (Heinhuis et al. 2012; Kang et al., 2014). Vaérios estimulos podem levar a
expressao de IL-32, tais como citocinas (por exemplo: 1L-18, IL-12, TNF-a, IL-1p,
IFNYy), mitégenos e produtos microbianos, como lipopolissacarideo (LPS) (Kim et al.
2005; Shoda et al. 2006).

Foram identificadas nove isoformas da IL-32, até o momento, geradas por
processamento alternativo do RNA mensageiro (mRNA) da IL-32, sendo a IL-32y a
isoforma biologicamente mais ativa (Choi et al. 2009; Kang et al. 2014). A interacdo
entre as diferentes isoformas pode proporcionar maior diversidade funcional a esta
citocina nos diferentes tipos de células (Kang et al., 2014). Kang et al. (2013), por
exemplo, mostraram que a interagdo da IL-326 com a IL-32f3 inibe a producdo de 1L-10,
a qual é regulada positivamente por IL-32f3.

A IL-32 induz a expressdo de varias citocinas, principalmente pro-inflamatdrias,

tais como TNF-q, IL-18, IL-6 e IL-8. Em macro6fagos humanos e murinos, os efeitos da
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IL-32a recombinante humana foi mediado por ativacdo de NF-kB e fosforilacdo de p38
(mitogen-activated protein kinase, MAPK) (Kim et al. 2005; Shoda et al. 2006). Hong
et al. (2010) mostraram que a supressao de 1L-32 em mondcitos prejudica a producédo de
citocinas proé-inflamatérias, tais como TNF-o e IL-1B. Além da participacdo na
producdo de mediadores da inflamacdo, a IL-32 pode induzir apoptose em células T
(Goda et al. 2006) e contribui para a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos (Netea
et al. 2008) ou em células dendriticas (Shenck et al. 2012). Jung et al. (2011) mostraram
que a IL-32y também é importante no processo de maturacdo e ativacdo de DCs,
modulando a diferenciagdo de linfocitos Th virgens para um perfil Thl ou Th17, por
meio do aumento da producéo de I1L-12 e IL-6 pelas DCs, respectivamente.

Devido ao perfil pré-inflamatério da 1L-32, estudos tém buscado elucidar o
possivel envolvimento dessa citocina na imunopatogenia de doencas inflamatorias
crbnicas, tais como artrite reumatoide (AR), colite e doenca de Crohn. Joosten et al.
(2006) demonstraram que a IL-32 é altamente expressa em tecido sinovial de pacientes
com AR e que a expressdo desta citocina estad intimamente correlacionada com a
producdo de TNF-a, sendo responsavel pela exarcebagdo da inflamagéo nas articulages
e, portanto, contribui para a patogénese da doenga. A estreita relacdo entre TNF-o e IL-
32 também foi demostrada por Heinhuis et al. (2010), que ao tratar pacientes com AR
com anticorpos anti-TNF-a observou diminuicdo da expressdao de IL-32 no tecido
sinovial.

Embora se saiba que a IL-32 seja capaz de exercer atividades biologicas sobre
linhagens celulares murinas e humanas, até o momento, ndo foi identificado nenhum
receptor para essa citocina em humanos ou em camundongos e, apesar dos roedores ndo
possuirem o gene da IL-32, as células murinas respondem a IL-32 recombinante
humana (Kim et al. 2005; Shoda et al. 2006).

Choi et al. (2010) desenvolveram um camundongo transgénico para IL-32y
humana (IL-32yTg), usando camundongos C57BL/6, e investigaram o papel da IL-32
em um modelo de inflamacdo intestinal (colite). Nesse estudo, os animais IL-32yTg
apresentaram uma inflamacg&o aguda exacerbada inicial, mas apos seis dias houve menor
inflamacdo no cdlon, associada a niveis menores de TNF-a e IL-6 e niveis elevados de
IL-10, bem como uma maior taxa de sobrevivéncia, quando comparados aos animais
selvagens (WT). Desse modo, ao contrario do que foi visto no modelo de AR, a I1L-32

parece ter um papel protetor durante a inflamacdo no tecido intestinal e isso
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provavelmente se deve ao processamento alternativo do mRNA da IL-32, o qual pode
gerar uma isoforma com propriedades anti-inflamatorias, contribuindo para aumentar os
niveis de IL-10 e diminuir a producdo de citocinas pro-inflamatorias e,
consequentemente, reducédo da inflamacéo.

O papel protetor da IL-32 tem sido investigado em doencas infecciosas causadas
por bactérias, especialmente por micobactérias. Foi demonstrado por Netea et al. (2006)
que Mycobacterium tuberculosis and M. Bovis induzem a expressdo de IL-32 em
mondcitos e macr6fagos humanos, a qual é mediada pela produgdo de INFy dependente
de caspase-1 e IL-18. Bai et al. (2010) mostraram que a IL-32 contribui para o controle
de M. tuberculosis em macrofagos humanos em experimentos in vitro. Neste trabalho,
foi demonstrado que a inibicdo de IL-32 end6gena diminuiu significantemente a
producédo de IL-1B, TNF-a e IL-8 e aumentou o numero de bactérias nos macrofagos
infectados. Também foi observado que macréfagos infectados com M. tuberculosis, na
presenca de IL-32, apresentaram maior nivel de apoptose em comparacdo aos
macrofagos infectados na auséncia de 1L-32, sugerindo que a apoptose de macrofagos
infectados é um mecanismo que contribui para a defesa contra M. tuberculosis. Em
seguida, Montoya et al. (2014) demostraram que a IL-32 estd associada a via
antimicrobiana da vitamina D, sendo capaz de induzir a producdo de peptideos
antimicrobianos, contribuindo, assim, para atividade anti-M. tuberculosis dos
macrofagos. Além disso, ao analisar 0s genes expressos em pacientes com tuberculose
latente ou ativa, esse estudo identificou a 1L-32 como um dos genes marcadores de
protecdo contra tuberculose, uma vez que a expressdo dessa citocina é maior em
pacientes com tuberculose latente.

Para avaliar o papel in vivo da IL-32 na infec¢do por M. tuberculosis, Bai et al.
(2015) desenvolveram camundongos transgénicos para IL-32y humana, com expressao
de IL-32y sob o controle do promotor da proteina surfactante C, garantindo, assim, a
expressdo de IL-32 restritamente no pulmdo. Estes animais foram infectados com uma
cepa hipervirulenta de M. tuberculosis e apresentaram maior taxa de sobrevivéncia do
gue os animais selvagens, bem como uma menor carga bacteriana nos pulmdes e no
baco, acompanhada por uma maior quantidade de células imunes inatas e adaptativas no
pulmdo e nos linfonodos mediastinais. Além disso, os macrofagos alveolares dos

camundongos transgénicos infectados ex vivo com M. tuberculosis foram mais
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eficientes para reduzir a carga bacteriana. Os autores concluiram, entdo, que a IL-32y
possui um papel protetor contra a infec¢do por M. tuberculosis (Bai et al. 2015).

Schenk et al. (2012) mostraram que M. leprae também induz IL-32 e que h&
maior expressdo dessa citocina na forma clinica mais branda da doenca (tubercul6ide),
caracterizada por uma resposta imune de perfil Thl, em comparacdo com a forma
clinica progressiva (lepromatosa), com um perfil de resposta imune Th2. Além disso,
mostraram que a ativacdo de mondcitos por M. leprae pela via do receptor NOD2,
induziu a producdo de IL-32, o0 que contribuiu para a diferenciacdo de mondcitos em
DCs, as quais aumentaram a ativacdo de células T citotdxicas, contribuindo para a
defesa contra M. leprae.

Alguns estudos também demonstraram o envolvimento da I1L-32 em infec¢des
virais. Nold et al. (2008) demostraram que a diminui¢do da expressdo do gene da IL-32
em células da linhagem mielomonocitica THP-1 e macrofagos Ul humanos infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) reduziu os niveis de citocinas pro-
inflamatérias e aumentou a replicagdo viral. Os resultados indicaram, portanto, que a
IL-32 ¢é importante no controle da infec¢do pelo HIV. No entanto, a participacdo da IL-
32 na imunopatogenia da infec¢do pelo HIV também tem sido demonstrada, podendo
exacerbar a doenca (Smith et al. 2011). Moschen et al. (2011) investigaram o papel da
IL-32 na infecgéo pelo virus da hepatite C (HCV) em pacientes com infeccao cronica e
mostraram que h& uma associacdo entre a expressdo de IL-32 em hepatocitos e
esteatose, inflamacdo e fibrose hepatica, além dos niveis séricos de alanina e
aminotransferases. Entretanto, a exacerbacgéo ou a diminuicdo da expressado da IL-32 em
celulas da linhagem hepatica Hun 7.5 infectadas com HCV néo causou alteracdes na
replicacéo viral. Desta forma, a 1L-32 pode contribuir para a inibigdo da replicagéo viral
(Nold et al. 2008), mas também para 0 aumento da imunopatogenicidade em doencas
virais (Smith et al. 2011; Moschen et al. 2011).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a IL-32y é expressa em lesdes
cuténeas e mucosas de pacientes com LTA causadas por L. (Viannia) sp. e que formas
amastigotas de L. braziliensis induzem a expressdo de IL-32y em células mononucleares
de individuos sadios. Nesse estudo, também foi demonstrada uma correlacdo positiva
entre a expressao de IL-32 e de TNF em lesbes mucosas, 0 que sugere que estas
citocinas podem contribuir para a manutencao da inflamacéo cronica na LM (Galdino Jr
et al. 2014). Posteriormente, em macrofagos THP-1 humanos, demonstramos que L.

braziliensis induz, principalmente, IL-32y e que esta citocina é importante para o
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controle da infeccdo. A 1L-32 regulou, positivamente, a producdo de moléculas
microbicidas, incluindo NO e peptideos antimicrobianos. Ao contrario de L.
amazonensis, além de TNF-a, L. braziliensis induziu IL-1p e niveis mais baixos de IL-
1Ra e IL-10, sugerindo um perfil mais inflamatdrio quando esta espécie de Leishmania
esta infectando os macréfagos (dos Santos et al. 2017a).

Em um modelo murino, demonstramos que a infeccdo com L. braziliensis,
intradermicamente na orelha, € mais bem controlada em camundongos C57BL/6 IL-
32yTg do que nos animais selvagens (Gomes et al. 2017). Os resultados foram
associados a uma maior producdo de citocinas inflamatorias nos animais 1L-32yTg.
Esses resultados sugerem que a IL-32 esta envolvida em mecanismos importantes para
o controle da infeccdo por L. braziliensis e apontam esta citocina como alvo de
investigacdo na LTA. Além de contribuir para o controle da infeccao por L. braziliensis,
a IL-32y contribui para a contengdo dos parasitos L. amazonensis no local da infeccéo,
diminuindo a visceralizacdo durante a infeccdo (Gomes et al. 2017). Recentemente,
também usando os animais transgénicos, 0 nosso grupo demonstrou que a IL-32y é
importante para o controle da leishmaniose visceral causada por L. infantum. Neste
trabalho, mostramos que a infeccdo de camundongos IL-32yTg com formas
promastigotas de L. infantum aumentou a expressao de I1L-32y no bago e no figado e que
esses animais apresentaram menor parasitismo em ambos os 6rgdos, bem como um
maior namero de células Thl e Th17 no bagco, em comparacdo com 0s animais
selvagens. Além disso, células esplénicas de camundongos IL-32yTg reestimuladas ex
vivo com antigeno de L. infantum aumentaram a producéo de NO, IFNy, IL-17A e TNF-
o. Desse modo, os dados indicam que a IL-32y possui um papel na indu¢do de uma
reposta imune Th1/Thl7, a qual contribui para o controle da infecgdo por L. infantum
(Gomes et al. 2018). O modelo de camundongo 1L-32yTg € uma ferramenta importante
para elucidar os mecanismos de acdo da IL-32 nas leishmanioses, uma vez que 0s
murinos humanizados com o gene da IL-32 fornecem um modelo mais préximo do que

acontece em seres humanos.

1.4. Imunidade treinada

Até pouco tempo, a capacidade de gerar memoria imunologica ndo era uma

caracteristica da imunidade inata, mas sim da adquirida. Estudos recentes, no entanto,
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tém mostrado que plantas e invertebrados, os quais ndo possuem imunidade adquirida,
respondem melhor as reinfeccBes e, que em mamiferos, apdés uma infeccdo ou
vacinacdo, células imunes inatas, tais como mondcitos, macréfagos e células NK,
exibem alteracfes de longo prazo em seus programas funcionais, que podem conferir
protecdo contra 0 mesmo patdgeno ou protecdo cruzada contra patdgenos ndo
relacionados (Netea et al. 2011). Garly et al. (2003) mostraram que a vacinagdo com o
Bacilo Calmette-Guérin (BCG) em criancas na Africa Ocidental diminuiu a morbidade
devido outras infeccdes, resultando em uma menor mortalidade, o que indica um papel
protetor inespecifico da vacina BCG contra outras infec¢bes. Vaugelad et al. (2004)
mostraram que, assim como a vacina BCG, as vacinas contra tétano, difteria e
coqueluche também estdo associadas a uma melhor sobrevivéncia de criancas até os
dois anos de idade. Desta forma, com base nestas informacdes, foi proposto que as
células imunes inatas também apresentam uma capacidade de desenvolver memdria
imunolégica e este tipo de resposta da imunidade inata foi denominado imunidade
treinada, para diferenciar da memdria, altamente especifica, das células da imunidade
adquirida (Netea et al. 2011).

Vaérios trabalhos tém buscado compreender os mecanismos responsaveis pela
imunidade treinada. Foster et al. (2007) mostraram que modifica¢cbes da cromatina,
desencadeadas pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) via TLR, leva a uma inibicdo da expressdo de determinados genes e a um
aumento da expressdo de outros, principalmente dos genes de efetores antimicrobianos.
Em seguida, Quintin et al. (2012) mostraram que uma infeccdo nédo letal com Candida
albicans induz a protecdo contra infeccdo letal secundaria, via um mecanismo
dependente de mondcito e independente de linfocitos T/B, uma vez que a protecdo a
reinfeccdo foi observada em animais deficientes em células da imunidade adquirida,
mas ndo em animais deficientes em mondcitos. Kleinnijenhuis et al. (2012) mostraram
que a vacinagdo com o BCG em voluntarios sadios ou tratamento de monaocitos in vitro
com BCG resultou em um aumento da producdo de IFNy, TNF e IL-13 em resposta a
patdgenos bacterianos e fngicos ndo relacionados. E esse estudo mostrou que os efeitos
do treinamento foram induzidos via o receptor NOD2 e mediados pelo aumento da
trimetilacdo da histona 3 (H3), mostrando, entdo, que o BCG induz imunidade treinada,
fornecendo protecdo ndo especifica a outras infeccdes, via reprogramacao epigenética
de células imunes inatas. Posteriormente, Cheng et al. (2014) demonstraram que as

mudancas epigenéticas envolvidas na imunidade treinada tambem estdo relacionadas a
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mudancas no metabolismo de glicose. Essa relagdo é explicada pelo fato de que o
estimulo induz mudancas no metabolismo celular e alguns metabolitos funcionam como
cofatores para enzimas epigenéticas, que por sua vez, induzem modificacdes na
cromatina e no DNA, modulando, assim, a transcri¢do génica e o programa funcional da
célula (Cheng et al. 2014; Netea et al. 2016).

Os efeitos, em longo prazo, da imunidade treinada em mondcitos circulantes,
ainda sdo alvo de investigacdo, uma vez que essas células tém uma vida (Util
relativamente curta na circulacdo. Mitroulis et al. (2018) hipotetizaram que os efeitos
induzidos pela imunidade treinada envolvem alteragdes nos progenitores do sistema
hematopoético. De fato, estes autores demonstraram que a imunidade treinada nédo
envolve apenas mudancas funcionais em células mieloides maduras na periferia, mas
também esta relacionada a modulacdo de progenitores mieloides da medula 6ssea. E
essas informacdes podem nos auxiliar a compreender melhor os efeitos em longo prazo
da imunidade treinada.

Nosso grupo mostrou que houve melhora clinica de um paciente com
leishmaniose cutanea difusa apds tratamento com vacina composta por antigenos de
Leishmania e BCG. A melhoria na cicatrizagdo das lesdes foi acompanhada pelo
aumento do numero de células NK e de mondcitos pré-inflamatério. Entretanto, apesar
de o paciente ter obtido cura clinica aparente das lesdes, ndo foi detectada uma resposta
imune celular especifica. Esses resultados mostram a relevancia da ativacdo do sistema
imune inato para o controle da Leishmania, principalmente quando a resposta imune
adquirida ndo é ativada efetivamente (Pereira et al. 2009).

Muitos estudos ainda sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos
na inducdo da imunidade treinada e os seus efeitos. E a melhor compreensdo desses
mecanismos pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias profilaticas ou
terapéuticas, como a elaboracdo de vacinas contendo adjuvantes que alvem o
desenvolvimento da memoria imunoldgica cléssica e da imunidade treinada (Topfer et
al. 2015).

1.5. B-glucana: seus efeitos no sistema imune e treinamento inato

A B-glucana é um polissacarideo presente em alimentos como aveia e cevada e é

um componente da parede celular de fungos. Muitas B-glucanas sdo consideradas
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carboidratos ndo digeriveis e sdo classificadas como PAMPs, que podem ser
reconhecidos por PRRs presentes em macrofagos, DCs e neutréfilos, tais como dectina-
1, TLR2, TLR4, TLR6, CRS3, lactosilceramida e receptores de varredura (scavenger
receptors). Estes receptores, ao serem estimulados, regulam a expressdo de genes de
citocinas e modulam a resposta imune (Thompson et al. 2010; Chanput et al. 2012).

As B-glucanas sdo polimeros de glicose formados por uma cadeia principal de
moléculas de D-glicose unidas por ligagdes B(1,3) com cadeias laterais unidas por
ligacbes B(1,4) e/ou B(1,6). A primeira funcdo da pB-glucana, a ser relatada, foi a sua
atividade antitumoral (Chihara et al. 1970). Posteriormente, varios estudos, tém
demonstrado que a B-glucana é uma importante molécula imunomoduladora, que pode
aumentar a producdo de ROS (Goodridge et al. 2011) e de citocinas pro-inflamatérias
(Abel & Czob, 1992; Yatawara et al. 2009), exercendo atividade antiflngica e
antibacteriana (Thompson et al. 2010; Batbayar et al. 2012). Entretanto, a
heterogeneidade das p-glucanas (a solubilidade, o tamanho, estrutura e grau de
ramificacdo) pode ter efeitos distintos sobre as células imunes (Chanput et al. 2012;
Ishimoto et al. 2017). Foi relatado que as $-glucanas com maior grau de complexidade
estrutural estdo associadas a efeitos imunomoduladores e anticancerigenos mais
potentes. Entretanto, as diferengas na poténcia das atividades biolégicas da p-glucana
soluvel comparada a insoltvel ainda sdo controversas (Batbayar et al. 2012).

Recentemente, estudos tém mostrado que a P-glucana é capaz de induzir
imunidade treinada, via mudancas epigenéticas em mondcitos, promovendo
modificagdes que podem conferir protecdo contra infeccbes por diferentes
microrganismos. Quintin et al. (2012) demonstraram que a p-glucana induz
reprogramacao epigenética em mondcitos pela via dectin-1/Raf-1, resultando em uma
maior producéo de citocinas. Nos mondcitos tratados com B-glucana foram observadas
mudancas estaveis na trimetilacdo da histona H3K4, o que indica o envolvimento de
mecanismos epigenéticos nos fénomenos encontrados. Em seguida, Saeed et al. (2014)
avaliaram as mudancas epigenéticas envolvidas no treinamento de mondcitos humanos
tratados com [-glucana e observaram que as modificacbes da histona 3 estdo
relacionadas a uma maior expressao de alguns genes e a inibi¢éo de outros.

Cheng et al. (2014), ao caracterizarem os perfis de modificacdo do transcriptoma
e do genoma de mondcitos humanos treinados com (-glucana, observaram um aumento

da expressao de genes envolvidos no metabolismo da glicose. Os mondcitos treinados

18



aumentaram o consumo de glicose e isso foi dependente da ativacdo do alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) via ativacdo de dectin-1/Akt/HIF1a, indicando que
a indugdo de glicolise aerodbica, dependente dessa via, representa a base metabolica da
imunidade treinada. Isso foi confirmado pelo fato de que a inibicdo de mTOR nessas
celulas resultou na inibicdo do efeito do treinamento pela B-glucana, o que sugere uma
relacdo entre os efeitos metabolicos e as mudancas epigenéticas.

Recentemente, Mitroulis et al. (2018) mostraram, em um modelo murino, que a
imunidade treinada induzida por B-glucana atua na medula dssea e induz uma expansao
de progenitores da linhagem mieloide, a qual foi associada a sinalizagdo elevada por
mediadores imunes inatos, como IL-1f3 e o fator estimulador de coldnias de granuldcitos
e macrofagos (GM-CSF), bem como as alteragdes no metabolismo da glicose e de
lipideos. Esse aumento da mielopoese relacionado a imunidade treinada resultou em
uma melhor resposta secundaria ao LPS e protecdo contra mielossupressao induzida por
quimioterapia em camundongos.

O receptor dectina-1 reconhece e leva a endocitose da [B-glucana, além de
transmitir sinais via seu dominio citoplasméatico em macréfagos e DCs. A importancia
desse receptor é demonstrada por uma maior suscetibilidade a infec¢des fangicas nos
animais que apresentam dectina-1 ndo funcional (Batbayar et al. 2012). Lima-Junior et
al. (2017) demonstraram, em modelo murino, que a ativacdo de dectina-1 durante a
fagocitose de L. amazonensis induz a producdo de ROS, via sinalizacdo Syk quinase, 0
que contribui para a ativacdo do inflamassoma NLRP3. Esses mecanismos levam a
restricdo da replicacdo do parasito, bem como a reducdo das lesdes cutdneas. Os dados
de Lima-Junior et al. (2017) podem auxiliar a compreensdo dos dados anteriores de
Obaid et al. (1989) que mostraram que o uso de [1,3-glucana como adjuvante em
imunizacdo experimental com antigenos de Leishmania, conferiu uma maior protecao
aos hamsters infectados como L. donovani. Houve uma menor carga parasitaria no
figado e no bago dos animais, bem como um aumento dos titulos de anticorpos. Desse
modo, 0s poucos estudos indicam que a B-glucana pode auxiliar nas respostas imunes

anti-Leishmania, o que pode ser devido a sua capacidade de induzir imunidade treinada.
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2. JUSTIFICATIVA

A LTA é uma doenca infecciosa endémica no Brasil e nos paises vizinhos e a
espécie L. braziliensis, responsdvel pela maioria dos casos da doenca no pais, esta
relacionada ao acometimento grave das mucosas oral e nasofaringea (Goto & Lindoso,
2012; Brasil, 2013). Desse modo, estudos com essa espécie, que tenham o objetivo de
desenvolver novas estratégias terapéuticas ou profilaticas para a doenc¢a sdo de extrema
importancia.

Foi demonstrado, pelo nosso grupo, que a IL-32y é expressa em lesbes de
pacientes com LTA e que L. braziliensis induz a expressdo de IL-32y em células
mononucleares de individuos sadios (Galdino Jr et al. 2014) e que, em macrofagos
THP-1 humanos, esta citocina foi importante para o controle da infeccdo. Os
mecanismos envolveram a producdo de moléculas microbicidas, incluindo, o NO e os
peptideos antimicrobianos (dos Santos et al. 2017a). Além disso, em um modelo
murino, demonstramos que a infeccdo por L. braziliensis é mais bem controlada em
camundongos transgénicos para IL-32y humana do que em animais selvagens (Gomes et
al. 2017). Portanto, esses resultados sugerem que a IL-32 esteja envolvida em
mecanismos importantes para o controle da infec¢do por L. braziliensis e apontam essa
citocina como alvo de investigacdo na LTA. Para elucidar os mecanismos da IL-32 na
leishmaniose, 0 modelo de camundongo transgénico para I1L-32 humana consiste em
uma ferramenta importante, pois, embora 0s roedores ndo possuam o gene para IL-32,
eles sdo capazes de responder a essa citocina (Kim et al. 2005; Shoda et al. 2006),
fornecendo, assim, um modelo experimental mais proximo do modelo de infec¢do
humana.

Alguns estudos tém demonstrado que a B-glucana € capaz de induzir imunidade
treinada, com alteracBes epigenéticas em mondcitos/macréfagos, as quais podem
conferir protecdo ndo especifica contra patégenos ndo relacionados (Quitin et al. 2012).
Tal efeito da B-glucana pode ser dependente da ou potencializado pela IL-32y. Né&o
existem estudos mostrando se a I1L-32 influencia os efeitos da 3-glucana no treinamento

imune e, como esta citocina é produzida por celulas da imunidade natural e células ndo
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imunes envolvidas na resposta a infeccdo por Leishmania, faz-se necessério avaliar a
imunoestimulacdo pela B-glucana em modelo murino contendo o gene da IL-32y

humana.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do treinamento inato com p-glucana no controle da infeccdo por

L. braziliensis em camundongos transgénicos para IL-32y humana.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar o desenvolvimento da lesdo em patas de camundongos selvagens
ou IL-32yTg infectados com L. braziliensis (indculo de 10° ou 10° parasitos), na
auséncia ou presenca de tratamento prévio com p-glucana.

3.2.2. Avaliar a carga parasitaria nas patas de camundongos selvagens ou IL-
32yTg infectados com L. braziliensis, na auséncia ou presenca de tratamento prévio com
B-glucana.

3.2.3. Avaliar o0s aspectos histopatologicos das lesdes nas patas dos
camundongos selvagens ou IL-32yTg infectados com L. braziliensis, na auséncia ou
presenca de tratamento prévio com B-glucana.

3.2.4. Investigar o perfil da producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e
IL-32 na lesdo das patas e a producdo de INFy pelas células dos linfonodos drenantes da
leséo em camundongos selvagens ou IL-32yTg infectados com L. braziliensis, na
auséncia ou presenca de tratamento prévio com p-glucana.

3.2.5. Quantificar o nimero de células da medula dssea e avaliar a producédo das
citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1 por estas células em camundongos selvagens
ou IL-32yTg uma semana apds o tratamento com B-glucana, bem como avaliar se esse
tratamento exerce efeitos sobre a atividade leishmanicida dos macréfagos derivados de

precursores dos monocitos/macrofagos da medula déssea in vitro.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais e consideracdes éticas

Foram utilizados camundongos, fémeas, da linhagem C57BL/6 selvagens (WT)
ou transgénicos para IL-32 humana (IL-32yTg), com 6 a 8 semanas de idade. Os
camundongos IL-32yTg foram desenvolvidos por Choi et al. (2010) e doados ao nosso
grupo pelo Dr. Charles Dinarello (Universidade do Colorado, Denver, EUA). Os
camundongos C57BL/6 WT (n = 76) e os 1L-32yTg (n = 83) foram criados e mantidos
no biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade
Federal de Goids (UFG), de acordo com as normas de conduta e ética recomendadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O Projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no uso de animais/CEUA/UFG, protocolo n. 042/16.

4.2. Cultura de parasitos

Foi utilizado neste trabalho um isolado de L. braziliensis (MHOM/BR/2003/
IMG, a cepa IMG3), o qual estava armazenado em nitrogénio liquido no Leishbank
(Banco Imunobioldgico das Leishmanioses da Regido Centro-Oeste, Lab.
Imunobiologia das Leishmanioses do IPTSP/UFG). Apds descongelamento, os parasitos
foram cultivados em placas de 24 pocos (Corning-Costar, Kennebunk, ME, EUA),
contendo 2 mL de meio de Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB-Cripion, Andradina,
Séo Paulo, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
200 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich) e 200 pg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich). Este meio suplementado foi considerado meio de Grace completo. Os
parasitos, na forma promastigota, foram repicados a cada trés dias, sempre iniciando as
culturas com 1 x 108 parasitos/mL. Para os experimentos, a cultura foi mantida a 26°C,
por 6 dias. Os parasitos, em fase estacionaria de crescimento, foram lavados duas vezes
com solucéo salina (NaCl a 0,85%) e uma vez com salina tamponada com fosfatos pH
7,3 (PBS), centrifugadas a 10°C, 15 minutos a 1.400 g. Os parasitos foram

ressuspendidos em 1 mL de PBS e foi feita a quantificacdo em hematocitdmetro, de
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uma aliquota da cultura diluida em PBS-formaldeido a 1%. Em seguida, os parasitos
foram utilizados para infecgdo dos camundongos, como descrito no item 4.5.

4.3. Preparo de antigeno de Leishmania

A cepa IMG3 de L. braziliensis foi cultivada em meio de Grace completo. Os
parasitos foram diluidos em PBS para obter uma concentragio de 5 x 108 parasitos/mL e
o volume correspondente foi transferido para tubos de congelamento (Corning-NY),
sendo adicionados de 10 pL de inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktaill-
Sigma-Aldrich). Posteriormente, esses parasitos foram submetidas a 10 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C. Em
seguida, 10 uL de suspensdo foram observados ao microscépio de luz, para certificar
que os parasitos estavam rompidos. A quantificacdo de proteinas foi realizada
utilizando-se o Kit- BCA (Thermo Scientific, Rockford, EUA), conforme as instrucdes
do fabricante. As aliquotas foram, entdo, identificadas e armazenadas a -20°C, para
serem utilizadas, posteriormente, nos ensaios de ativacdo das células dos linfonodos,

como descrito no item 4.9.

4.4. Tratamento dos animais com p-glucana

Os camundongos WT ou 1L-32yTg foram divididos em dois grupos (cada um
com 3 ou 4 animais), sendo que os animais de um grupo receberam, por via
intraperitoneal (i.p.) (agulha de 0,45 x 13, BD-Curitiba, PR, ou agulha de 0,70 x 25,
Embramac, Itajai, SC), uma dose da solugdo de 200 ou 400 uL de PBS contendo 1 mg
(Cheng et al. 2014) de B-glucana de cevada (Sigma-Aldrich) e os animais do outro

grupo receberam PBS (grupo controle).

4.5. Infeccdo dos camundongos e acompanhamento do curso da leséo

Sete dias apds o tratamento com B-glucana ou injecdo de PBS, os animais foram
infectados com 1 x 10° ou 1 x 10° formas promastigotas da cepa IMG3, em fase
estacionaria do crescimento, intradermicamente (i.d.), no coxim plantar da pata traseira
esquerda. Apos a infecdo, o tamanho da lesdo nas patas foi avaliado, semanalmente,
durante 3 a 8 semanas. Com o auxilio de um paquimetro, o tamanho da lesdo (mm) foi

calculado pela medida da espessura da pata infectada (pata esquerda) menos a medida
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da espessura da pata ndo infectada (pata direita). Em cada experimento independente

foram avaliados animais controles, sem tratamento e sem infecgéo.

4.6. Quantificacdo do parasitismo por diluicdo limitante

Ap6s 3 ou 8 semanas de infeccdo, os animais foram anestesiados com Xilazina 5
mg/Kg + 50 mg/Kg Quetamina, administradas por via intraperitoneal (i.p.), seguido de
eutanasia por deslocamento cervical. A pata infectada foi removida para analise da
carga parasitaria por meio da técnica de diluicdo limitante, como descrito por Souza-
Neto et al. (2004). Brevemente, a pata foi retirada e imergida em &lcool 70% por dois
minutos. Em seguida, a pata foi dividida ao meio e uma das metades foi macerada por 5
minutos em 2 mL de PBS. O macerado foi centrifugado, inicialmente, a 500 g, por 1 minuto
a 4 °C, para remover os fragmentos teciduais. O sobrenadante foi transferido para novos
tubos e centrifugados novamente a 1.400 g, 15 minutos, a 4 °C e o sedimento foi
ressuspendido em 500 puL de meio de Grace completo. A suspensdo foi diluida,
seriadamente, usando fator 10, em meio de Grace completo, em placas de 96 pocos de
fundo chato (Corning-Costar), em triplicatas. Ap6s a diluicdo seriada, as placas foram
hermeticamente fechadas e incubadas a 26 °C. A deteccdo de formas promastigotas foi
realizada por avaliagdes dos pocos, utilizando-se um microscopio de luz invertido. A leitura
das placas foi realizada no 7° e no 14° dia ap6s o inicio das culturas. A quantidade estimada
de parasitos foi obtida pelo valor da dltima diluicdo em que foram detectados parasitos,

sendo os resultados expressos como o logaritmico negativo do titulo de parasitos.

4.7. Analises Histopatologicas das lesdes

As amostras de tecido das patas infectadas (baixo in6culo) foram fixadas em formalina
e processadas de acordo com os procedimentos padrdes para coloracdo Hematoxilina-
Eosina (HE), como descrito por Michalany (1980). Foram analisadas as patas de
animais com 3 ou 8 semanas de infeccdo. Os cortes (5 um) foram analisados usando um
microscopio digital VisionTek (Sakura, Japdo), determinando a densidade celular no
infiltrado inflamatdrio nos animais tratados com B-glucana, comparados com 0 grupo
controle. Cem campos de microscépio por corte foram analisados. O escore semi-
quantitativo foi realizado de acordo com o numero de células por campo e classificado

em 0: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso.
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4.8. Preparacao dos tecidos para dosagem de citocinas

A pata infectada dos animais foi dividida ao meio e uma das partes foi pesada e
depois macerada, com auxilio de um émbolo, em 500 uL de solucédo de lise (500 uL de
PBS contendo 1 uL de triton X-100 (Sigma-Aldrich) e 10 uL de inibidor de protease
(Protease Inhibitor Cocktaill- Sigma-Aldrich). O homogeneizado foi utilizado para
dosar as citocinas 1L-32y e TNF-a (picogramas/grama de tecido), por ELISA, como

descrito no item 4.10.

4.9. Cultura de células do linfonodo drenante da lesao

Apds 3 ou 8 semanas de infeccdo, os animais foram eutanasiados e o linfonodo
drenante foi retirado para avaliacdo da producdo de citocinas. Também foram retirados
os linfonodos de animais controles, sem tratamento e sem infeccdo. Os linfonodos
foram retirados em condigfes assépticas e cada um foi colocado em um poco de placa
de 24 pogos (Corning-Costar - Kennebunk, ME, EUA), com 1 mL de meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich), contendo 10% de SFB (Cripion, Brasil), 50 uM de 2-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich), 1 M de HEPES, 2 mM de glutamina (Sigma-Aldrich), 100 U/mL de
penicilina (Sigma-Aldrich) e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). Este meio,
assim suplementado, foi considerado meio RPMI completo. O linfonodo foi macerado
com auxilio de um émbolo de seringa e a suspensao celular foi centrifugada a 600 g, por
10 minutos, a 10 °C. O sedimento celular foi ressuspendido em meio RMPI completo e
as celulas foram quantificadas em hematocitdmetro, apds diluicdo de uma aliquota em
solucdo de azul de tripano 0,1% em PBS, para exclusdo de células mortas.

A concentracdo das células viaveis foi ajustada para 5 x 10° células/mL, sendo
distribuidos 200 pL desta suspensdo por pogo de placas de cultura de 96 pogos
(Corning-Costar). As células foram estimuladas com concanavalina A (ConA; Sigma-
Aldrich) a 5 ug/mL ou antigeno total de L. braziliensis (Ag), a 50 ug/mL. Para controle,
alguns pocos ndo receberam estimulos (Meio). A cultura de células foi incubada em
estufa com atmosfera Umida, contendo 5% de CO2, a 37° C. O procedimento foi
realizado em triplicata para cada suspensdo celular/tratamento. Apds 48 h de incubac&o,
0 sobrenadante foi colhido e a quantidade de IFNy, foi determinada por ensaio

imunoenzimatico (ELISA), como descrito no item 4.10.
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4.10. Avaliacéo da producéo de citocinas por ELISA

Para a dosagem de IFNy, foram utilizadas microplacas de 96 pogos para ELISA
(Jet Biofil — NY, EUA) sensibilizadas com o anticorpo monoclonal de captura anti-1IFNy
(hibridoma XMG1.2, 1 ug/mL, 18 h, 4 °C). Para a dosagem de TNF-q., as placas foram
sensibilizadas com o anticorpo monoclonal de captura anti-TNF-o (hibridoma XT22.11,
1 pg/mL, 18 horas, 4 °C). Em seguida, as placas foram bloqueadas, por 1 hora, com
PBS contendo 3% de SFB. Os sobrenadantes das culturas de células do linfonodo ou do
homogeneizado da pata foram adicionados aos pogos (80 uL/poco), em duplicata. Apds
incubagdo por 2 horas (& temperatura ambiente, T.A), as placas foram lavadas trés vezes
com PBS-Tween-20 a 0,04 %, e, em seguida, foram adicionados 80 ul/pogo do
segundo anticorpo (hibridoma MPG-XT3 para IFNy e hibridoma XT22 para TNF-a,
ambos conjugados com biotina ¢ a 0,5 ug/mL). Apos incubacdo por 1 hora, a T.A, as
placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween-20 a 0,04% e o conjugado
estreptoavidina-peroxidase (1:2.000, Sigma-Aldrich) foi adicionado (80 pL/pogo). Apds
30 minutos, a T.A. e seis lavagens com PBS-Tween 20 a 0,04%, o substrato TMB
(3,3°,5,5,-tetrametilbenzidina, Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) foi adicionado (50
uL/pogo). Apds o desenvolvimento de cor, a reacdo foi finalizada com &cido sulfarico,
(H2SO4) 2 N (20 pL/poco). A densidade optica (D.O.) foi obtida em leitor de
microplacas (Multskam, ThermoLabsystems, EUA), com filtros de 492/620 nm. As
concentragOes de IFNy e TNF-a foram determinadas de acordo com as curvas padroes
preparadas com as citocinas recombinantes (R&D System, Minneapolis, EUA). A
quantidade de IL-1P e 1L-32 foi determinada por kit de ELISA (R&D Systems, EUA),
seguindo as instrucBes do fabricante. O limite minimo de detecc¢do foi de 7,8 ou 31,25
pg/mL para TNF-a, 31,25 ou 62,5 para IL-32, 3,9 pg/mL para IL-1B e 156,25 pg/mL
para IFNy. A quantidade de citocinas no sobrenadante foi expressa em picogramas/mL e

as citocinas dosadas na pata foram expressas em picogramas/grama de tecido.
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4.11. Cultura de células da medula 6ssea dos animais tratados com B-glucana e
avaliacdo da atividade leishmanicida de macrofagos derivados de precursores de
celulas da medula dssea in vitro.

Sete dias apo6s o tratamento com B-glucana ou injecdo de PBS, camundongos
WT e IL-32yTg, ndo infectados, foram eutanasiados e o fémur foi retirado para
obtencdo de células da medula dssea, para avaliacdo da producdo de citocinas. As
células foram retiradas em condi¢des assépticas por meio de lavagem da medula com
injecdo de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 50 uM de 2-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), 1 M de HEPES, 100 U/mL de penicilina (Sigma-
Aldrich) e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). As células foram
centrifugadas a 600 g, por 10 minutos, a 10 °C. O sedimento celular foi ressuspendido
em meio RMPI completo e as células foram quantificadas em hematocitdmetro, apos
diluicdo de uma aliquota em solucdo de azul de tripano 0,1% em PBS, para exclusdo de
ceélulas mortas.

Foram adicionadas 1 x 10° células em 200 pL de RPMI completo em cada pogo
da placa de cultura de 96 pogos (Corning-Costar). As células foram estimuladas com
LPS (E. coli 011:B4, Sigma-Aldrich) a 10 ng/mL ou antigeno total de L. braziliensis
(Ag), a 50 pg/mL. Para controle, alguns pocos ndo receberam estimulos (Meio). A
cultura de células foi incubada em estufa com atmosfera Umida, contendo 5% de COz, a
37° C. O procedimento foi realizado em duplicata para cada suspensédo
celular/tratamento. Apds 24 h de incubacgdo, o sobrenadante foi colhido e a quantidade
de citocinas, TNF-a e IL-18, foi determinada por ELISA, como descrito no item 4.10.

Para avaliar a atividade leishmanicida de macrofagos derivados de precursores
de células da medula dssea, as células da medula foram plaqueadas (1 x 108 células/10
mL) em placa de cultura bacteriolégica (Kasvi, Cotia, Sdo Paulo), contendo 8 mL de
meio RPMI completo e 2 mL de sobrenadante de fator estimulante de colonia de
macrofagos (M-CSF), produzido por células L929. A derivacdo dos precursores para
macrofagos foi feita durante 8 dias, sendo as células incubadas em estufa com atmosfera
umida, contendo 5% de CO3, a 37° C. A manutencéo das células, com a retirada de todo
meio de cultura e reposi¢cdo de meio RPMI e sobrenadante na mesma proporgéo, foi
realizada a cada trés dias. Apos a derivacdo, as células foram lavadas com PBS e
centrifugadas a 600 g, por 10 minutos, a 10 °C. O sedimento celular foi ressuspendido

em meio RMPI completo e as células foram quantificadas em hematocitdmetro, apds
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diluicdo de uma aliquota em solugdo de azul de tripano 0,1% em PBS, para excluséo de
células mortas. Os macréfagos foram plaqueados, sendo adicionandas 2 x 10° células
por poco, em um volume de 500 ul de meio RPMI completo, em placas de 24 pocos
(Corning-Costar - Kennebunk, ME, EUA) com laminula (Knittel Glass, SP, Sdo Paulo).
As células foram incubadas por 24 horas e depois infectadas com formas promastigotas
de L. braziliensis (5 parasitos/célula), preparadas como descrito no item 4.3. Apos 4
horas, os parasitas ndo internalizados foram lavados com PBS e parte das células foram
incubadas durante 48 horas e ap0s esse periodo, novamente o meio foi retirado e as
células foram lavadas com PBS. As laminulas foram colhidas apds 4 e 48 horas de
infeccdo, as células foram fixadas com metanol absoluto e coradas com Giemsa (Merck
Millipore, Damstadt, Alemanha). Em seguida, as laminulas foram fixadas sobre laminas
para microscopia, usando Entellan Novo (Merck KgaA, Damstadt, Alemanha). Trezentas
células foram analisadas sob um microscépio de luz (1000x), para determinar a
porcentagem de macréfagos infectados, o niUmero de parasitas por células infectadas e a
porcentagem de inibi¢do de crescimento de parasitos (= 100 - (porcentagem de parasitos
em 48 horas / porcentagem de parasitos em 4 horas) x 100).

4.12. Anédlise Estatistica

Os dados sao representados como média + erro padrdo da média (EPM) ou
medianas. Os testes t de Student, Two-way ANOVA seguida de teste de Bonferroni ou
One-way ANOVA seguida de teste de Bonferroni ou de Kruskal Wallis seguida de teste
de Dunn, foram utilizados para as comparacdes dos resultados. Foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5.0 Software Inc. (San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia
estabelecido foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados com indculo de 10° parasitos

5.1.1. Curso da lesdo causada pela infeccdo por Leishmania braziliensis e carga
parasitaria nas lesdes dos camundongos selvagens ou transgénicos para o gene da

IL-32y humana, apdés tratamento com p-glucana.

Para investigar se os efeitos do tratamento com a p-glucana altera o
desenvolvimento de lesdo causada por L. braziliensis e a carga parasitaria nas lesdes,
camundongos C57BL/6 WT e IL-32yTg foram tratados ou ndo com B-glucana e apos
sete dias foram infectados. Por este protocolo ja foi comprovado o treinamento inato de
mondcitos/macréfagos em um modelo de infeccdo com Candida albicans (Quintin et al,
2012). O curso da lesdo atingiu um pico na 5% semana apos a infecgdo nos animais WT
(Fig. 1A). Os camundongos WT tratados com [-glucana apresentaram um menor
tamanho da lesdo, a partir da 5* semana de infeccdo, ao serem comparados com 0S
animais WT que receberam PBS (WT-PBS: 0,83 £ 0,09 mm vs WT-B-glucana: 0,55 +
0,06 mm, 5 semanas, p < 0,05; Fig. 1A). Apés 8 semanas de infeccdo, ndo foram
observadas diferencas significantes entre as cargas parasitarias, detectadas nas lesdes
cuténeas, destes dois grupos (Fig. 1D).

Os camundongos 1L-32yTg apresentaram um pico mais precoce da lesdo, com 4
semanas, sendo este pico ainda mais rapido nos animais tratados com B-glucana, 3
semanas (Fig. 1B). O tamanho da lesdo dos animais IL-32yTg foi maior do que aquele
dos animais WT, com ou sem o tratamento com B-glucana, com duas semanas de
infeccdo, (IL-32yTg-B-glucana: 0,58 + 0,12 mm vs WT-B-glucana: 0,12 + 0,03 mm, p <
0,05; Fig. 1C). Na terceira semana de infeccdo, os animais IL-32yTg tratados com j-
glucana apresentaram um tamanho de lesdo maior dos que os WT tratados ou néo (IL-
32yTg-B-glucana: 0,90 £ 0,16 mm vs WT-PBS: 0,33 + 0,03 mm; e WT-B-glucana: 0,35

+ 0,04 mm, p < 0,01; Fig. 1C). Na oitava semana de infec¢éo, no entanto, foi observado
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um tamanho menor da lesdo nos camundongos IL-32yTg e WT tratados com -glucana
(Fig.1C), embora de maneira ndo significante, e uma menor carga parasitaria nos
animais IL-32yTg tratados com B-glucana, em comparacdo aos demais grupos (IL-
32yTg-B-glucana: 2,2 logio, de 0 a 4,37 logio vs IL-32yTg-PBS: 3,5 logio, de 1,8 a 5,5
logi0, WT-PBS: 5,3 logio, de 0 a 7,4 logio; € WT-B-glucana:4 logio, de 0 a 7,4 logio, p <
0,05; Fig. 1D).

Como os camundongos IL-32yTg tratados com [B-glucana apresentaram uma
lesdo maior do que a dos demais grupos de animais, na terceira semana de infeccéo, foi
avaliada a carga parasitaria nesta semana. Para isto, dois experimentos independentes
foram realizados e ndo foram observadas diferencas significantes entre 0s cursos ou
tamanho das lesdes entre os quatro grupos de animais avaliados (Fig. 2A e 2B, 2C).
Como na 8% semana de infeccdo (Fig. 1D), na 3% semana de infeccdo, os animais WT
ndo apresentaram diferencas significantes entre suas cargas parasitarias quando tratados
com PBS ou B-glucana (Fig. 2D). Da mesma forma, os animais 1L-32yTg tratados ou
ndo com f-glucana apresentaram uma carga parasitiria similar entre si, mas
significantemente maior do que a dos animais WT tratados com B-glucana (IL-32yTg-p-
glucana: 8,2 logio, de 3,3 a 10,4 logio e IL-32yTg-PBS: 8,4 logio, de 5,3 a 10,5 logzo, Vs
WT-B-glucana: 5,2 logio, de 4 a 7,6 log1o, p < 0,05; Fig. 2D).
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Figura 1. Tratamento com B-glucana antes da infeccdo com Leishmania braziliensis induz mais
rapido o desenvolvimento da leséo e diminui a carga parasitaria apos 8 semanas de infeccdo em
animais transgénicos para IL-32y humana. Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para
IL-32y (IL-32yTg) foram tratados com salina (PBS) ou B-glucana (1 mg; i.p.) e ap6s 7 dias foram
infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L. braziliensis, i. d., na pata traseira. A (WT), B (IL-
32yTg) e C (WT e IL-32yTg): O tamanho da lesdo (mm) foi mensurado semanalmente, durante 8
semanas, sendo representado pela diferenga entre a espessura da pata infectada e a espessura da pata ndo
infectada (mm). Resultados representam a média + EPM, de 6 a 11 animais por grupo (dois a trés
experimentos independentes). *p < 0,05 (WT-PBS vs WT-B-glucana, 5 semanas; I1L-32yTg-B-glucana vs
WT-B-glucana, 2 semanas); **p < 0,01 (IL-32yTg-B-glucana vs WT-PBS e WT-B-glucana, 3 semanas).
D: A carga parasitaria da pata infectada foi determinada pela técnica de diluicdo limitante, apds 8
semanas de infec¢do. Os dados representam a mediana e os resultados individuais de 6 a 9 animais por
grupo, em dois a trés experimentos independentes. *p < 0,05 (IL-32yTg-B-glucana vs IL-32yTg-PBS,
WT-B-glucana e WT-PBS).
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Figura 2. No inicio da infec¢do por Leishmania braziliensis os camundongos transgénicos para IL-
32y humana apresentam um aumento da carga parasitaria independentemente do tratamento
prévio com B-glucana. Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para 1L-32y (IL-32yTQ)
foram tratados com PBS ou com B-glucana (1 mg; i.p.) e apés 7 dias foram infectados com 1 x 10° formas
promastigotas de L. braziliensis, i.d., na pata traseira. A (WT), B (IL-32yTg) e C (WT e IL-32yTg): O
tamanho da lesdo (mm) foi mensurado semanalmente, durante 3 semanas, sendo representado pela
diferenca entre a espessura da pata infectada e a espessura da pata ndo infectada (mm). Os resultados
representam a média + EPM, de 7 ou 10 animais por grupo, em dois experimentos independentes. D: A
carga parasitéria da pata infectada foi determinada pela técnica de diluicdo limitante, na 3% semana de
infeccdo. Os dados representam a mediana e os resultados individuais de 7 ou 10 animais por grupo, em
dois experimentos independentes. *p < 0,05 (IL-32yTg-B-glucana e IL-32yTg-PBS vs WT-B-glucana).
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5.1.2. Anédlise histopatoldgica das lesdes causadas por Leishmania braziliensis em
camundongos selvagens ou transgénicos para o gene da IL-32y humana, tratados

previamente com p-glucana.

Para avaliar os perfis histopatoldgicos das lesdes dos camundongos WT e IL-
32yTyg, tratados ou ndo com B-glucana, cortes histologicos de pata de animais infectados
por 3 ou 8 semanas (novo lote de animais), foram corados com hematoxilina e eosina e
analisados sob microscopia de luz. Apds 3 semanas de infeccdo, a maioria dos
camundongos WT apresentou um aumento do infiltrado inflamatdrio, considerando-se a
densidade celular, apds tratamento com B-glucana (Fig. 3A, 3B). Os camundongos IL-
32yTg tratados com B-glucana (Fig. 3D) apresentaram um maior infiltrado inflamatorio
comparados aos animais dos demais grupos (IL-32yTg-B-glucana: escore 3 vs IL-
32yTg-PBS: escore 2, de 1 a 2, WT-PBS: escore 1, de 1 a 2, e WT-B-glucana: escore 2,
de 1a2, p<0,05; Fig. 3A-E).

Ap0s 8 semanas de infecgdo, os camundongos WT ndo tratados ou tratados com
B-glucana (Fig. 4A e 4B, respectivamente) apresentaram similar infiltrado inflamatério
(Fig. 4E). Os camundongos IL-32yTg tratados com B-glucana (Fig. 4D) apresentaram
um menor infiltrado inflamatorio comparado aos animais IL-32yTg ndo tratados (Fig.
4C), mas sem alcancar significancia estatistica (Fig. 4E). O processo inflamatério
reduziu significantemente no grupo dos animais IL-32yTg tratados com B-glucana da 32
semana (escore 3) para a 8% semana (escore 1,5, de 1 a 2) de infecgédo (Fig. 4F; p <
0,05).
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Figura 3. Tratamento com B-glucana aumenta o processo inflamatério na lesdo causada por
Leishmania braziliensis, apés 3 semanas de infec¢do, nos animais transgénicos para IL-32y humana.
Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para 1L-32y (IL-32yTg) foram tratados com PBS ou
com B-glucana (1 mg; i.p.) e apés 7 dias foram infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L.
braziliensis, i.d., na pata traseira. Apés 3 semanas de infecgdo, as patas infectadas foram retiradas,
fixadas, embebidas em parafina e processadas para coloracdo com hematoxilina e eosina. As
fotomicrografias (10x) representam (A) camundongo WT que recebeu apenas PBS, (B) WT tratado com
B-glucana, (C) camundongo 1L-32yTg que recebeu PBS e (D) IL-32yTg tratado com B-glucana. E: Cem
campos de microscopio por corte foram analisados baseados na densidade celular presente no infiltrado
inflamatorio. O escore semi-quantitativo foi realizado de acordo com o nimero de células por campo e
classificado em O: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso. Os dados representam a mediana e resultados
individuais de 4 animais por grupo. *p < 0,05 (IL-32yTg-B-glucana vs IL-32yTg-PBS, WT-PBS e WT-3-
glucana).
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Figura 4. Similar infiltrado inflamatdrio nas lesées de camundongos selvagens ou transgénicos para
IL-32y humana, tratados previamente com PBS ou B-glucana, infectados com Leishmania
braziliensis, apés 8 semanas de infeccdo. Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para IL-
32y (IL-32yTg) foram tratados com PBS ou com B-glucana (1 mg; i.p.) e ap6s 7 dias foram infectados
com 1 x 10° formas promastigotas de L. braziliensis, i.d., na pata traseira. Apds 8 semanas de infeccdo, as
patas infectadas foram retiradas, fixadas, embebidas em parafina e processadas para coloracdo com
hematoxilina e eosina. As fotomicrografias (10x) representam (A) camundongo WT que recebeu apenas
PBS, (B) WT tratado com B-glucana, (C) camundongo IL-32yTg que recebeu PBS e (D) I1L-32yTg tratado
com B-glucana. E e F: Cem campos de microscopio por corte foram analisados baseados na densidade
celular presente no infiltrado inflamatério. O escore semi-quantitativo foi realizado de acordo com o
ntmero de células por campo e classificado em O: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso. E: infiltrado
inflamatorio apds 8 semanas de infeccdo. F: infiltrado inflamat6rio apds 3 e 8 semanas de infec¢do. Os
dados representam a mediana e resultados individuais de 4 animais por grupo. *p < 0,05 (IL-32yTg-B-
glucana 3 semanas vs IL-32yTg-B-glucana 8 semanas).
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5.1.3. Quantificacéo das citocinas IL-32y e TNF-a presentes na leséo da pata e dos
niveis de IFNy produzido por células dos linfonodos drenantes das lesdes dos
camundongos selvagens ou transgénicos para o gene da IL-32y humana infectados

com Leishmania braziliensis, tratados previamente com -glucana.

A producdo de IL-32 e TNF-a foi avaliada no homogeneizado das patas dos
animais IL-32yTg, eutanasiados ap0s 3 semanas de infeccdo, referentes aos dados
mostrados na Figura 2. N&o houve diferenca significante entre a produgdo dessas
citocinas nos animais tratados ou néo tratados com (-glucana, como pode ser observado
nas Fig. 5A e 5B.

A produgdo de IFNy por células do linfonodo drenante da lesdo dos
camundongos WT e IL-32yTg, ap6s 3 semanas de infeccdo, foi avaliada nos
sobrenadantes das culturas celulares, ap6s 48 h de incubacdo. Ambos os estimulos,
ConA e Ag, induziram a producdo de IFNy pelas celulas do linfonodo drenante da leséo
de animais WT (Fig. 5C; p < 0,05) ou IL-32yTg (Fig. 5D; p < 0,05), tratados com PBS
ou com B-glucana. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significantes entre a
producdo de IFNyapos 3 semanas de infecgdo, induzida por ConA ou por Ag, em
camundongos WT tratados ou ndo com B-glucana (Fig. 5C). Por outro lado, apos 3
semanas de infecgdo, foi observada uma maior producédo de IFNy induzida por Ag, pelas
células do linfonodo de camundongos IL-32yTg tratados com f-glucana (3.281 + 1093
pg/mL), em comparacdo com os animais IL-32yTg tratados com PBS (830 + 180
pg/mL) (Fig. 5D; p < 0,05).
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Figura 5. Tratamento com B-glucana néo altera a producéo de IL-32y ou TNF-a nas lesdes, mas
aumenta a produgdo de IFNy pelas células do linfonodo drenante da lesdo de camundongos
transgénicos para IL-32y humana, ap6s 3 semanas de infeccdo com Leishmania braziliensis. Os
camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para IL-32y (IL-32yTg) foram tratados com PBS ou com
B-glucana (1 mg; i.p.) e apds 7 dias foram infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L. braziliensis,
i.d., na pata traseira. Ap6s 3 semanas de infeccdo, as patas infectadas foram maceradas e o
homogeneizado, usado para dosagem de citocinas pela técnica ELISA (A, B). A: quantidade de IL-32y
em picogramas/grama de tecido. B: quantidade de TNF-o. em picogramas/miligrama de tecido. Os
resultados representam a média £ EPM [n = 4 a 10 animais por grupo, em um experimento (TNF-c) ou
dois experimentos independentes (IL-32)]. Nas patas de animais ndo infectados ou apenas injetados com
B-glucana, ndo foi possivel detectar a IL-32y nem TNF-a (abaixo do limiar de deteccéo, que foi de 31,25
pg/mL para IL-32 e TNF-a). Em C e D: Ap6s 3 semanas de infec¢do, o linfonodo drenante foi retirado e
as células (5 x 10° células/mL) foram cultivadas, por 48 horas, na auséncia de estimulo (Meio) ou na
presenca de antigenos de L. braziliensis (Ag) ou Concanavalina A (ConA). O sobrenadante foi usado para
dosagem de IFNy, por ELISA. Quantidade de IFNy em picogramas/mL em camundongos WT (C) e IL-
32yTg (D). Os resultados representam a média + EPM (n = 7 a 9 animais por grupo, em dois
experimentos independentes). Linha pontilhada vermelha: limite de deteccéo das citocinas (31,25 pg/mL
para IL-32 e TNF-o e 156 pg/mL para IFNy). Em animais ndo infectados, a producdo de IFNy, na
auséncia de estimulos foi abaixo do limite de deteccdo. *p < 0,05 (Meio vs ConA; ConA vs Ag); **p <
0,01 (Meio vs ConA e Ag); * p < 0,05 (Ag IL-32yTg-PBS vs Ag de IL-32yTg-B-glucana).
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A quantidade das citocinas 1L-32 e TNF-a também foi mensurada, por ELISA,
no homogeneizado da pata infectada, ap6s 8 semanas de infeccdo, referente aos
experimentos apresentados na Figura 1. N&o foi observada diferenca significante entre a
producdo de 1L-32 de animais WT e IL-32yTg tratados ou néo tratados com [-glucana
(Fig. 6A). Similar resultado foi observado para a producdo de TNF-a (Fig. 6B).

Ap0s 8 semanas de infeccdo, apenas no grupo de animais IL-32yTg tratados com
B-glucana houve um um aumento significante na producdo de IFNy nos sobrenadantes
das culturas estimuladas com ConA (Fig. 6C, 6D; p < 0,05, IL-32yTg-B-glucana ConA
vs Meio).

A fim de visualizar o que estava ocorrendo durante as semanas de infeccdo, em
relacdo a producdo de IFNy, os dados de 3 e 8 semanas foram mostrados,
conjuntamente, na Figura 6E (animais WT) e na 6F (animais IL-32yTg). Os dados
mostram que enquanto nos animais WT houve uma queda na producdo de IFNy
induzida por ConA (WT-PBS 3 semanas: 3979 + 1710 pg/mL vs WT PBS 8 semanas:
330 = 17 pg/mL; WT-B-glucana 3 semanas: 3592 + 1463 pg/mL vs WT-B-glucana 8
semanas: 361 + 32 pg/mL, p < 0,05; Fig. 6E) ou Ag (Fig. 6E) de 3 para 8 semanas, nos
animais 1L-32yTg houve um aumento persistente na producdo de IFNy, ap6s
estimulagdo com ConA ou Ag (Fig. 6F). Os niveis basais (Meio) de INFy diminuiram,
significantemente, nas culturas dos linfonodos dos animais IL-32yTg,
independentemente do tratamento com B-glucana, de 3 para 8 semanas de infeccdo (IL-
32yTg-PBS 3 semanas: 578 = 94 pg/mL vs IL-32yTg-PBS 8 semanas: 312 = 0,16
pg/mL; IL-32yTg- B-glucana 3 semanas: 764 + 102 pg/mL vs IL-32yTg- B-glucana 8
semanas: 312 + 0 pg/mL, p < 0,05; Fig. 6F).

39



5000~ . 521007 v
T 40001 = 1800
© 3000+ o 15004
g 2000 ° o 12004
Eo] 10004 PP 4 g 288: |
o I= °
£ 300 . =
% - sl T :
& 1201  eeg % F 1504 % v
R T S z 75 e S
0 T T 0 T T T T
IL-32yTg-PBS  IL-32yTg-B-glucana WT-PBS WT-B-glucana IL-32yTg-PBS IL-32yTg-B-glucana
C D *
6001 I i
® Meio 120001 n N .
500 L] - 10000+ n ® Meio
= A " ConA 80001 = ConA
= 4004 = A A Ag 3 60004
£ 400 ] A Ag
£ i £ 4000 N _'|l'_
2 300 - =k - = S 20004 + -
= o
= 10007
Z 2004 = 8001 = J_
L prmmmmmmmmmmmemmmm oo L 6007 L™
1004 4001 o am - .
2004 - o m e oo
T T 0 T T
WT-PBS WT-B-glucana IL-32yTg-PBS IL-32yTg-B-glucana
E
15000 LR oI F 15000 IL-32yTg
] JF i ] - : -
]
3 8000 3 2 T 5 6000 x e
E
< < 3200
> 3200 L 1 J_ D 2400 Ay e o l Ed
< 1600 S1600] 1 g & * T
I 80 o =z ®m " ® = I s0iem e
&L 400:[ - e == o i O - e 400:[ - e == - * =
200 - - e e 2007 _ _ e
. 0

PBS B-glucana pBS B-glucana PBS  p-glucana PBS  B-glucana pBS B-glucana PBS B-glucana

Meio ConA Ag Meio ConA Ag

e 3semanas m 8semanas ® 3 semanas B 8 semanas

Figura 6. B-glucana induz um aumento persistente na producéo de IFNy em culturas de células do
linfonodo drenante da leséo de camundongos transgénicos para IL-32y humana apds 8 semanas de
infeccdo com Leishmania braziliensis. Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para IL-32y
(IL-32yTg) foram tratados com PBS ou B-glucana (1 mg; i.p.) e ap6s 7 dias foram infectados com 1 x 10°
formas promastigotas de L. braziliensis, i.d., na pata traseira. Apds 8 semanas de infeccdo, as patas
infectadas foram maceradas e 0 homogeneizado, usado para dosagem de citocinas pela técnica ELISA. A:
guantidade de 1L-32y em picogramas/miligrama de tecido; B: quantidade de TNF-o em
picogramas/grama de tecido. Os resultados representam a média + EPM (n = 4 a 11 animais por grupo,
em um experimento para TNF-oa e dois experimentos independentes para 1L-32). Apds 8 semanas de
infeccdo, o linfonodo drenante foi retirado e as células (5 x 10° células/mL) foram cultivadas, por 48
horas, na auséncia de estimulo (Meio) ou na presenca de antigenos de L. braziliensis (Ag) ou
Concanavalina A (ConA). O sobrenadante foi usado para dosagem de IFNy, por ELISA. Quantidade de
IFNy em picogramas/mL em camundongos WT (C) ou IL-32yTg (D). Em (E) e (F) tem-se a quantidade
de IFNy em picogramas/mL ap6s 3 e 8 semanas de infeccdo, em camundongos WT e IL-32yTg,
respectivamente. Os resultados representam a média + EPM (n = 5 a 7 animais por grupo, em dois
experimentos independentes). Linha pontilhada vermelha: limite de deteccdo das citocinas (31,25 pg/mL
para IL-32 e TNF-a e 156 pg/mL para IFNy). Em animais ndo infectados, a producdo de IFNy, na
auséncia de estimulos foi abaixo do limite de detecgdo. *p < 0,05 (Meio vs ConA); (ConA de WT-PBS e
WT-B-glucana 3 semanas vs 8 semanas).
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5.1.4. Avaliacéo do efeito da B-glucana no numero de células da medula 6ssea e na
producdo das citocinas TNF-a e IL-1p produzidas por estas células apds

estimulacdo com antigenos de Leishmania braziliensis.

Como o treinamento inato pode ocorrer nos precursores de
mondcitos/macréfagos da medula 6ssea, foi avaliado o efeito da p-glucana nestas
células. Camundongos WT ou IL-32yTg foram tratados com B-glucana, ap6s uma
semana foram eutanasiados e as células da medula 6ssea foram retiradas, quantificadas
e cultivadas, por 24 horas, com LPS ou antigeno de L. braziliensis. Ndo foram
observadas diferencas significantes entre 0 nimero de células dos animais WT ou IL-
32yTg, tratados ou ndo com [-glucana (Fig. 7A). Como a IL-1p é produzida por
mondcitos apds estimulacdo com LPS, mas ndo por macréfagos (Netea et al. 2009),
enquanto o TNF-a é produzido por ambas as células (Jang et al. 2006), estas citocinas
foram incluidas nos experimentos.

Nos animais WT, o treinamento com [-glucana induziu um aumento significante
na produgdo de TNF-o em resposta ao Ag (WT-PBS: 57 + 16 pg/mL vs WT-B-glucana:
94 + 10 pg/mL, p < 0,05; Fig. 7B) e de IL-13 em reposta ao LPS (WT-PBS: 14 + 1,19
pg/mL vs WT-B-glucana: 20 + 0,79 pg/mL, p < 0,05; Fig. 7D). Por outro lado, nos
animais IL-32yTg, o treinamento com B-glucana ndo aumentou a resposta ao Ag e
diminuiu a resposta ao LPS (IL-32yTg-PBS: 70 £ 4,35 pg/mL vs IL-32yTg-B-glucana:
34 + 13 pg/mL, p < 0,05; Fig. 7C). Para IL-1p, o treinamento com B-glucana levou a um
aumento significante de sua producdo, tanto ap6s estimulacdo com LPS (IL-32yTg-PBS:
9 + 1,19 pg/mL vs 1L-32yTg-B-glucana: 13 + 1,25 pg/mL, p < 0,05; Fig. 7E) quanto
com Ag (IL-32yTg-PBS: 7,4 + 0,54 pg/mL vs IL-32yTg-B-glucana: 10 £ 0,39 pg/mL, p
< 0,05; Fig. 7E). Pode-se ressaltar que a injecdo de B-glucana aumentou a produgéo de
IL-1B8 (Meio) nas culturas das células da medula éssea de ambos os grupos WT (Fig.
7D) ou 1L-32yTg (IL-32yTg-PBS: 6,8 £ 0,14 pg/mL vs IL-32yTg-B-glucana: 10,8 + 1,85
pg/mL, p <0,05; Fig. 7E).
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Figura 7. B-glucana induz um aumento na producao de IL-1p por células de medula 6ssea de
camundongos selvagens ou transgénicos para IL-32y humana. Os camundongos selvagens (WT) e os
transgénicos para IL-32y (IL-32yTg) foram tratados ou ndo com B-glucana (1 mg; i.p.). Apds 7 dias, 0s
animais foram eutanasiados e as células da medula 6ssea foram retiradas, quantificadas e cultivadas (1 x
10 células/mL), por 24 horas, na auséncia de estimulo (Meio) ou na presenca de antigenos de L.
braziliensis (Ag) ou lipopolissacarideo (LPS). O sobrenadante foi usado para dosagem de TNF-a e IL-18,
por ELISA. A: Nimero de células da medula éssea (10%) dos camundongos WT e I1L-32yTg, tratados ou
ndo com B-glucana. Os resultados representam a média £ EPM, de 7 a 9 animais por grupo, em dois
experimentos independentes. Quantidade de TNF-o (B e C) e IL-1B (D e E) em picogramas/mL em
camundongos WT e IL-32yTg. Os resultados representam a média + EPM, de 4 ou 5 animais por grupo,
em um experimento. Linha pontilhada vermelha: limite de detec¢8o das citocinas (7,8 pg/mL para TNF-
o e 3,9 pg/mL para IL-1B). *p < 0,05 (Meio vs LPS, Meio vs Ag e LPS vs Ag); ***p < 0,001 (Meio vs
LPS); # p < 0,05 (PBS vs B-glucana).
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5.1.5 Avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida de macrofagos derivados de
precursores da medula 6ssea dos camundongos selvagens ou transgénicos para IL-

32y humana uma semana ap0s o tratamento com B-glucana.

Para avaliar se o tratamento com [-glucana exerce efeitos sobre a atividade
fagocitaria e/ou leishmanicida de macrofagos derivados de precursores de
monaocitos/macrofagos da medula 6ssea, camundongos WT ou IL-32yTg, uma semana
apo6s o tratamento com [B-glucana foram eutanasiados e as células da medula 6ssea
foram retiradas e os macrofagos, derivados por 8 dias. Posteriormente, essas células
foram infectadas com L. braziliensis e ap0s 4 horas e 48 horas de infeccdo foram
avaliados o nimero de parasitos por células infectadas, a porcentagem de macréfagos
infectados e a porcentagem de inibicdo do crescimento de parasitos (Fig. 8).

Ao avaliar a porcentagem de macréfagos infectados e 0 nimero de parasitos por
célula apds 4 horas de infeccdo, observa-se que os macrofagos de camundongos IL-
32yTg apresentam maior capacidade fagocitaria do que os macrofagos de camundongos
WT, sendo esta atividade um pouco maior nos macréfagos dos camundongos IL-32yTg
tratados com B-glucana (IL-32yTg-B-glucana: 53% de macrofagos infectados vs WT-f3-
glucana: 33,5% de macrdéfagos infectados; p < 0,05; Fig. 8A e 8B). Entretanto, os
experimentos mostram que 0s macrdfagos, independentemente de sua origem,
controlam a infecgdo, havendo reducdo da porcentagem de células infectadas de 4 h
para 48 h (Fig. 8C; p < 0,05) e do numero de parasitos, embora ndo tenha atingido
significancia estatistica (Fig. 8D). Este controle independe do treinamento in vivo com a
B-glucana. Porque a presenca de IL-32 e o treinamento com [-glucana aumentaram a
fagocitose, foi calculado o indice de inibicdo do crescimento dos parasitos (ou morte
dos parasitos) nos macréfagos de 48h/4h. Os dados mostrados nas Figuras 8E e 8F
indicam que ndo ha diferencas significantes entre os grupos de animais em relacdo ao

controle da infeccéo, independentemente do treinamento com p-glucana in vivo.
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Figura 8. Tratamento in vivo com uma Unica dose de B-glucana ndo altera a capacidade
leishmanicida dos macrdéfagos infectados com Leishmania braziliensis in vitro. Os camundongos
selvagens (WT) e os transgénicos para IL-32y (IL-32yTg) foram tratados ou ndo com B-glucana (1 mg).
Apos 7 dias, os animais foram eutanasiados e as células da medula 6ssea foram retiradas. Ap6s 8 dias de
cultura para diferenciacdo para macrdfagos, as células foram lavadas com PBS 1x, centrifugadas,
plaqueadas (2 x 10° células/pogo) em placas de 24 pocos e infectadas com promastigotas de L.
braziliensis (5 parasitos/célula). Ap6s 4 horas, os parasitas ndo internalizados foram lavados e as células
foram incubadas durante 48 horas. Ap6s 48 horas de infeccdo o meio foi retirado e as células foram
lavadas. Células, ap6s 4 e 48 horas de infec¢cdo, foram coradas e a porcentagem de macréfagos infectados,
0 numero de parasitas por células infectadas e o indice de inibicdo foram avaliados. A: porcentagem de
macrdfagos infectados em 4 horas de infeccdo. B: nimero de parasitos por célula infectada em 4 horas de
infecgdo. C: porcentagem de macrdfagos infectadas de 4 para 48 horas. D: nimero de parasitos por célula
infectada de 4 para 48 horas. E: porcentagem de inibicdo em porcentagem de macréfagos infectados
(48h/4h). F: porcentagem de inibigdo em nimero de parasitos por célula infectada (48h/4h). Os resultados
representam a mediana e os resultados individuais de 3, 8 ou 9 animais por grupo, em um experimento
para WT e dois experimentos independentes para IL-32yTg. * p <0,05 (IL-32yTg-B-glucana vs WT--
glucana; 4 horas vs 48 horas).
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5.2. Resultados com inéculo de 10° parasitos

Para investigar se as discordancias entre alguns dos resultados dos experimentos
e a variacdo entre 0s mesmos poderiam ser devido ao indculo de parasitos e/ou a
preparacdo e injecdo da B-glucana nos animais, novos experimentos foram realizados,
utilizando uma maior quantidade de parasitos (1 x 10° parasitos /animal). Além disso, a
B-glucana foi preparada em um volume maior de PBS (400 pL) e foi usada uma agulha
de maior calibre, para facilitar a injecdo no animal, ja que a B-glucana ndo € totalmente
sollvel e apresenta aspecto viscoso em solucdo aquosa. Foram avaliados apenas 0s
aspectos mais relevantes para a definicdo dos efeitos do treinamento com 3-glucana no

curso da infeccdo.

5.2.1. Curso da lesdo causada pela infeccdo por Leishmania braziliensis e carga
parasitaria nas lesGes dos camundongos selvagens ou transgénicos para o gene da

IL-32y humana, apds tratamento com p-glucana.

Os camundongos C57BL/6 WT e IL-32yTg foram tratados ou ndo com [3-
glucana e apds sete dias foram infectados. O curso da lesdo nos animais WT tratados
com PBS atingiu um pico na 5% semana ap6s a infeccdo. Os animais, tratados com f3-
glucana, apresentaram um menor tamanho da lesdo, a partir da 5% semana de infeccéo,
ao serem comparados com 0s animais que receberam PBS (WT-PBS: 1,55 + 0,18 mm
vs WT-B-glucana: 1,15 £ 0,11 mm, p < 0,05; Fig. 9A). Apds 8 semanas de infeccéo,
houve uma reducdo entre as cargas parasitarias detectadas nas lesGes cutaneas destes
dois grupos, embora sem significancia estatistica devido ao baixo nimero de animais
avaliados (Fig. 9D).
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Figura 9. Tratamento com pB-glucana antes da infeccdo com indculo maior de Leishmania
braziliensis também induz mais rapido o desenvolvimento da les@o e diminui a carga parasitaria
apo6s 8 semanas de infeccdo em animais transgénicos para IL-32y humana. Os camundongos
selvagens (WT) e os transgénicos para IL-32y (IL-32yTg) foram tratados com salina (PBS) ou 3-glucana
(1 mg; i.p.) e apds 7 dias foram infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L. braziliensis, i. d., na
pata traseira. A (WT), B (IL-32yTg) e C (WT e IL-32yTg): O tamanho da lesdo (mm) foi mensurado
semanalmente, durante 8 semanas, sendo representado pela diferencga entre a espessura da pata infectada e
a espessura da pata ndo infectada (mm). Resultados representam a média + EPM, de 6 a 8 animais por
grupo (dois experimentos independentes). *p < 0,05 (WT-PBS vs WT-B-glucana e IL-32yTg-B-glucana, 5
semanas; 1L-32yTg-B-glucana vs IL-32yTg-PBS, 4 semanas); **p < 0,01 (WT-PBS vs IL-32yTg-PBS, 4 e
5 semanas). D: A carga parasitaria da pata infectada foi determinada pela técnica de diluicdo limitante,
apos 8 semanas de infecgdo. Os dados representam a mediana e 0s resultados individuais de 3 a 4 animais

por grupo, em um experimento.
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Os camundongos IL-32yTg apresentaram um pico de lesdo entre a 4% e 5°
semana de infeccdo, sendo que na 4% semana os animais IL-32yTg tratados com B-
glucana apresentaram uma lesdo significantemente maior do que a dos animais IL-
32yTg ndo tratados (IL-32yTg-B-glucana: 1,15 + 0,21 mm vs IL-32yTg-PBS: 0,63 +
0,09 mm, p < 0,05; Fig. 9B). Ap6s 4 e 5 semanas de infec¢do, os animais WT tratados
com PBS apresentaram um tamanho de lesdo significantemente maior que o dos
animais 1L-32yTg tratados com PBS (p < 0,01; Fig. 9C) e na 5% semana, apresentaram
tamanhos de lesdo maiores do que os dos animais IL-32yTg tratados com (WT-PBS vs
IL-32yTg-B-glucana, p < 0,05; Fig. 9C). A partir da 6% semana de infec¢do todos os
grupos iniciaram a regressdo da lesdo de modo similar (Fig. 9C). Apo6s 8 semanas de
infeccdo, os camundongos IL-32yTg tratados com B-glucana apresentaram uma menor
carga parasitaria em comparacdo aos animais que receberam somente PBS, entretanto,

sem diferencas estatisticamente significantes (Fig. 9D).

5.2.2. Quantificacéo das citocinas IL-32y e TNF-a presentes na leséo da pata e dos
niveis de IFNy produzido por células dos linfonodos drenantes das lesdes dos
camundongos selvagens ou transgénicos para o gene da IL-32y humana infectados

com Leishmania braziliensis, tratados previamente com p-glucana.

A quantidade de IL-32y e TNF-a foi mensurada, por ELISA, no homogeneizado
da pata infectada dos camundongos WT e IL-32yTg, ap6s 8 semanas de infeccdo,
referentes aos experimentos apresentados na Figura 9. Nao foram observadas diferencas
significantes entre a producdo de IL-32y de animais tratados ou ndo tratados com [-
glucana (Fig. 10A). Resultados similares foram observados para a produgdo de TNF-o
ao serem comparados animais WT ou IL-32yTg (Fig.10B).

A producdo de IFNy por celulas do linfonodo drenante da leséo dos
camundongos WT e IL-32yTg, ap6s 8 semanas de infeccdo, referentes aos dados
mostrados na Fig. 9, foi avaliada no sobrenadante apos 48 h de cultura celular. N&do
foram observadas diferencas significantes entre a producdo de IFNy induzida por ConA
ou por Ag, nos grupos de camundongos WT (Fig. 10C) ou IL-32yTg (Fig. 10D),

tratados ou ndo com B-glucana.
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Figura 10. Tratamento com B-glucana néo altera a producéo de IL-32y ou TNF-a nas lesbes, nem a
producdo de IFNy pelas células do linfonodo drenante da leséo dos camundongos selvagens ou
transgénicos para IL-32y humana, ap6s 8 semanas de infeccdo com inéculo maior de Leishmania
braziliensis. Os camundongos selvagens (WT) e os transgénicos para IL-32y (IL-32yTg) foram tratados
com PBS ou B-glucana (1 mg; i.p.) e apds 7 dias foram infectados com 1 x 108 formas promastigotas de L.
braziliensis, i.d., na pata traseira. Apds 8 semanas de infeccdo, as patas infectadas foram maceradas e o
homogeneizado, usado para dosagem de citocinas pela técnica ELISA. A: quantidade de IL-32y em
picogramas/miligrama de tecido; B: quantidade de TNF-a em picogramas/grama de tecido. Os resultados
representam a média + EPM (n = 3 animais por grupo, em um experimento). Apds 8 semanas de infeccéo,
o linfonodo drenante foi retirado e as células (5 x 10° células/mL) foram cultivadas, por 48 horas, na
auséncia de estimulo (Meio) ou na presenca de antigenos de L. braziliensis (Ag) ou Concanavalina A
(ConA). O sobrenadante foi usado para dosagem de IFNy, por ELISA. Quantidade de IFNy em
picogramas/mL em camundongos WT (C) ou IL-32yTg (D). Os resultados representam a média + EPM
(n = 3 animais por grupo, em um experimento). Linha pontilhada vermelha: limite de detec¢do das
citocinas (62,5 pg/mL para 1L-32, 7,8 pg/mL para TNF-a e 156 pg/mL para IFNy). *p < 0,05 (Meio vs
LPS).
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que o tratamento, intraperitoneal, com 3-
glucana de parede de cevada pode aumentar a protecdo contra a infeccdo murina por L.
braziliensis em camundongos transgénicos para IL-32y humana, especialmente em um
modelo de baixo indculo de parasitos. Os resultados sugerem que a B-glucana é capaz
de induzir imunidade treinada, como descrito anteriormente, podendo causar alteracdes
epigenéticas em mondcitos/macréfagos (Quintin et al. 2012; Saeed et al. 2014), pois
conferiu protecdo ndo especifica contra um patégeno apos semanas de infeccéo.

Ao avaliar o curso da lesdo, durante 8 semanas de infecgdo com baixo indculo de
parasitos, observou-se que 0s camundongos IL-32yTg apresentaram um pico mais
precoce da lesdo em comparacdo com os WT. Que a presenca da IL-32y nos animais
causa um aumento da lesdo nas semanas iniciais da infeccdo, foi demonstrado por
Gomes et al. (2017), usando um modelo de infeccdo de camundongos IL-32yTg,
intradermicamente infectados nas orelhas, com a mesma cepa de L. braziliensis e
mesmo indculo usados no presente estudo. Aqui, o pico da lesdo foi ainda mais rapido
nos animais IL-32yTg que foram tratados com B-glucana antes da infeccdo, sugerindo
que este tratamento acentua os efeitos da IL-32y no processo da infec¢do. Este aumento
da lesdo foi associado a um aumento na carga parasitaria na 3% semana de infeccdo,
primariamente devido a presenca da IL-32y, ndo havendo alteracdo significante na
presenca do tratamento com B-glucana. Porém, o tratamento com B-glucana aumentou o
processo inflamatdrio nos animais IL-32yTg, sugerindo que a B-glucana e a 1L-32y
contribuem para o desenvolvimento do processo inflamatdrio que aumenta o tamanho
da leséo no inicio da infeccdo.

A IL-32y é uma citocina pro-inflamatdria que tem sido descrita em processos
inflamatdrios em doencas autoimunes, como a artrite reumatoide (Joosten et al. 2006),
bem como em doencas inflamatorias cronicas infecciosas, tais como a hanseniase
(Schenk et al. 2012), tuberculose (Netea et al. 2006; Bai et al. 2010) e leishmaniose

(Galdino Jr et al. 214; dos Santos et al. 2017a). Estudos tém mostrado que a B-glucana
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possui propriedades imunomoduladoras, sendo capaz de induzir a producdo de citocinas
pro-inflamatorias, tais como IL-6, TNF-a (Li et al. 2007) e IL-1 (Abel & Czob, 1992;
Elder et al. 2017), as quais podem contribuir para o processo inflamatdrio (Feghali et al.
1997). Os dados do presente estudo sugerem, portanto, que a B-glucana acelerou o
desenvolvimento da lesdo por aumentar o processo inflamatério que pode ser
amplificado pela IL-32y.

Apesar dos animais 1L-32yTg tratados com [-glucana apresentarem uma maior
lesdo na 32 semana de infeccdo, ap6s 8 semanas de infeccdo foi observada uma menor
lesdo nesse grupo, associada a uma menor carga parasitaria. O processo inflamatorio
regrediu um pouco nestes animais treinados, mas ainda foi similar ao de animais IL-
32yTg néo tratados com B-glucana, sugerindo um papel da IL-32y na manutencdo do
processo inflamatorio. Esta manutencdo do processo inflamatorio maior pode mascarar
o controle da infeccdo avaliado pela mensuracdo do tamanho da lesdo na 8 semana de
infeccdo nos animais IL-32yTg. Esses resultados sugerem que o maior tamanho da leséo
na 3% semana de infecgdo nos animais IL-32yTg tratados com [B-glucana pode ser
explicado por um processo inflamatdrio mais intenso na pata desses animais, que pode
contribuir para iniciar o controle da infeccdo, reduzindo o nimero de parasitos na 82
semana de infeccéo.

Moléculas pro-inflamatdrias como a 1L-32y podem contribuir para o controle de
agentes infecciosos induzindo a producdo de moléculas microbicidas. E conhecido que a
IL-32y induz a via de ativacdo da vitamina D, levando a producdo de peptideos
antimicrobianos (Montoya et al. 2014). Os peptideos antimicrobianos detectados em
seres humanos apos a ativacdo da via da vitamina D séo a B-defensina 2 e catelicidina
(Montoya et al. 2014) e parecem importantes para o controle da infeccdo por L.
braziliensis em macréfagos humanos (dos Santos et al., submetido, Anexo 2). Ja foram
identificados os peptideos antimicrobianos B-defensina 2 (Morrison et al. 1999; Yang et
al. 2007) e catelicidina (Pestonjamasp et al. 2001) homologos aos de humanos em
camundongos e, foi demonstrado a importancia da catelicidina murina no controle da
infeccdo por L. major e L. amazonensis (Kulkarni et al. 2011), no entanto, ainda ndo ha
informacdes sobre o papel da B-defensina 2 murina na leishmaniose. Além disso, a
vitamina D n&o parece ser eficaz na protecdo contra Leishmania (Ehrchen et al. 2007).

Outra forma da IL-32y poder levar a produgdo de moléculas microbicidas é
induzir a producdo de TNF (Kim et al. 2005; Shoda et al. 2006; Galdino Jr et al. 2014),
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0 qual é capaz de induzir a producdo de ROS e NO em roedores, importantes para o
controle de Leishmania sp. (Liew et al. 1990; Fonseca et al. 2003). Anteriormente,
nosso grupo demonstrou uma correlacdo positiva entre a expressdo de IL-32 e de TNF
em lesdes mucosas de pacientes com LM (Galdino Jr et al. 2014). No presente estudo,
no entanto, a presenca de IL-32y ndo aumentou a producdo de TNF nas lesdes de 8
semanas de infecgdo, entretanto, sera necessario avaliar ainda a producdo de TNF nas
amostras de 3 semanas de infec¢do dos animais WT, as quais estdo armazenadas para
realizar a dosagem. Essa avaliacdo sera importante para quantificar a producdo dessa
citocina na auséncia e presenca de IL-32 no inicio da infecgdo, pois podemos especular
que a producdo de TNF nas lesdes dos animais IL-32yTg aumente com 3 semanas de
infeccdo, comparado aos animais WT, mas que 0s niveis dessa citocina ja tenha
declinado de maneira similar em todos os grupos ao final de 8 semanas de infecgéo.

A B-glucana aumentou o processo inflamatorio nos animais contendo IL-32y,
contribuindo para o melhor controle dos parasitos. Sabe-se que a estimulacdo de
mondcitos/macréfagos com B-glucana leva a um aumento de TNF-a (Li et al. 2007) e
IL-18 (Abel & Czob, 1992). Li et al. (2007) demonstrou que a producdo de citocinas
pro-inflamatorias induzidas por B-glucana é dependente da via de sinalizacdo SyK
quinase e parcialmente dependente da via MyD88. Sabe-se que a B-glucana pode ser
reconhecido por dectina-1 e tal reconhecimento pode levar a sua fagocitose e ativagao
da via de sinalizagdo SyK quinase e, consequente producdo de ROS e ativacdo do
inflamassoma NLRP3, através do qual ocorre a liberagdo de IL-1pB bioativa, citocina
importante em um processo infamatorio. O reconhecimento de B-glucana por TLR2/6,
com subsequente ativacdo da via MyD88 também pode induzir a producdo de algumas
citocinas pro-inflamatéria (Li et al. 2007; Batbayar et al. 2012; Elder et al. 2017).
Lima-Junior et al. (2017) demonstraram que a ativacdo de dectina-1 durante a
fagocitose de L. amazonensis induz a ativacdo do inflamassoma NLRP3 via sinalizacéo
SyK quinase e que isso é importante para o controle da replicagdo do parasito. Assim, é
possivel que a B-glucana seja capaz de auxiliar no controle da infecdo por Leishmania
através da ativagdo dessa via de sinalizagdo.

O tratamento com B-glucana também é capaz de aumentar a ativacao de células
NK (Yatawara et al. 2009), as quais sdo a principal fonte de INFy durante a resposta
imune inata (Bogdan et al. 2000a). Assim, como o INFy (Bogdan et al. 2000a; Bogdan
et al. 2000b) e o TNF (Liew et al. 1990; Fonseca et al. 2003) s&o citocinas importantes
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para induzir a producdo de NO e ROS, pelos macréfagos, a B-glucana poderia auxiliar
no controle do parasito atraves da indugdo desses mecanismos microbicidas. No modelo
murino, 0 NO exerce um importante papel leishmanicida (MuKbel et al. 2007), desse
modo, avaliamos a producao desse molécula no sobrenadante da cultura de células do
linfonodo drenante da lesdo. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significantes
entre a producdo de NO pelas células dos animais WT e IL-32yTg, tratados ou ndo com
B-glucana, apds 8 semanas de infecgdo (dados ndo mostrado). Nosso grupo demonstrou,
recentemente, que em monaocitos humanos, o treinamento com B-glucana também néo
alterou a producdo de NO (Dos Santos et al., submetido a publicacdo, Anexo 2). Estes
resultados estdo de acordo com os de Bekkering et al. (2016), os quais mostraram que
ndo ha diferencas entre a producdo de ROS e NO pelas células treinadas com pB-glucana
e células ndo treinadas. Esses dados sugerem que os efeitos microbicidas mediados pela
B-glucana tanto em murinos quanto em humanos provavelmente séo independentes de
NO. Mais estudos precisam ser realizados para elucidar as principais moléculas
microbicidas envolvidas no controle do parasitismo nos camundongos IL-32yTg
tratados com B-glucana.

O promotor de B-actina de galinha é usado para promover a expressdo do gene
da IL-32y humana no modelo transgénico, para expressdo da citocina em todos os
tecidos (Choi et al. 2010). N&o é conhecido como este promotor poderia ser regulado
durante a infeccdo por L. infantum, mas foi mostrado que durante a infec¢do por este
parasito, ha um aumento na producdo de IL-32 (Gomes et al. 2018). Assim, o
tratamento com B-glucana nos animais 1L-32yTg poderia aumentar a producédo de IL-
32y durante a infecgéo por L. braziliensis, no entanto, isto ndo foi observado no presente
estudo. Aqui, ndo houve diferenca significante entre a producéo de 1L-32 nas lesdes dos
animais 1L-32yTg tratados ou ndo com B-glucana. Assim, os dados sugerem que 0sS
efeitos da B-glucana séo mediados em conjunto com o0s niveis basais de IL-32y presente
nos animais transgénicos, apos infeccdo com L. braziliensis, tanto ap6s 3 quanto 8
semanas de infeccdo. Em seres humanos, estamos demonstrando que a B-glucana induz
a producdo de IL-32y em mondcitos/macrofagos humanos e aumenta a atividade
microbicida destas células (dos Santos et al., submetido, Anexo 2). Adicionalmente, ndo
foi observada diferenca significante entre a producdo de TNF-ao nos camundongos IL-

32yTg tratados ou néo tratados com B-glucana, apds 3 ou 8 semanas de infecgéo.
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Ressalta-se que apos 3 semanas de infeccdo, as quantidades de 1L-32y detectadas
no tecido foram mais baixas do que aquelas detectadas em alguns animais ap6s 8
semanas de infecdo. Foi especulado que pudesse haver uma diferenca entre 3 e 8
semanas de infeccdo em relacdo a quantidade desta citocina no tecido conforme a idade
dos animais transgénicos. Entretanto, foi realizado um experimento (dados néo
mostrados), no qual os animais foram infectados com 16 semanas de idade e ndo foi
observada uma maior quantidade de I1L-32 nas lesdes ao final de 8 semanas de infeccéo,
em comparacdo com as quantidades encontradas nos animais que haviam sido
infectados com 8 semanas de idade. Desse modo, a idade dos animais parece ndo ser um
fator determinante para explicar as diferencas na producao de IL-32 pelos animais IL-
32y nos diferentes tempos.

Para eliminacdo eficiente de Leishmania sp. é necessario que os macrofagos
infectados sejam ativados adequadamente e a citocinas INFy, produzida durante a
resposta imune inata principalmente por células NK, e durante a resposta imune
adaptativa por células Th1, é muito importante para essa ativacdo (Bogdan et al. 2000a;
Woelbing et al. 2006). Desse modo, no presente estudo, foi avaliada a producéo de INFy
pelas células do linfonodo drenante da lesdo dos camundongos WT e IL-32yTg
infectados, tratados ou ndo com B-glucana. Nos animais WT, ap6s 3 semanas de
infeccdo, ambos os estimulos, ConA e Ag, induziram a producdo de IFNy pelas células
do linfonodo. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significantes entre a
producdo de IFNy em camundongos tratados ou ndo com B-glucana. Por outro lado, o
tratamento com B-glucana aumentou a producdo de IFNy em resposta a Ag em células
do linfonodo drenante da lesdo dos camundongos IL-32yTg, apos 3 semanas de infeccao
e, ao contréario do observado em animais WT, essa producdo foi persistente até a 82
semana de infeccdo em resposta aos estimulos ConA ou Ag. A resposta imune adquirida
a L. braziliensis cai ap6s algumas semanas de infeccdo, com a regressdo da lesdo, o que
pode ser observado aqui nos camundongos WT e foi também demonstrado por Gomes
et al. (2017). No entanto, no presente estudo, nos animais 1L-32yTg ndo houve uma
gueda significante da resposta ao Ag (ou mesmo ao mitdgeno ConA) entre 3 e 8
semanas de infeccdo, sendo mantidos os niveis de IFNy durante o processo infeccioso.
Os dados indicam que além da IL-32y, a B-glucana parece auxiliar na manutencédo desta
resposta imune. Desse modo, os resultados sugerem que a -glucana pode ter ativado

macrofagos e células dendriticas, melhorando a apresentacdo de antigenos, induzindo
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uma resposta imune de perfil Thl, que foi importante para o controle da infeccéo por L.
braziliensis. Esses dados acrescentam ao papel da p-glucana no treinamento inato, um
papel adjuvante, para melhorar a resposta imune adquirida.

O efeito adjuvante da pB-glucana foi demonstrado por Obaid et al. (1989), ao
realizarem imunizacdo intraperitonal de hamsters com antigenos de Leishmania
associados a B-glucana de fungo e subsequente desafio com L. donovani. Este esquema
de imunizagdo com B-glucana resultou em melhor controle da infecdo, associado a
diminuicdo da carga parasitaria no figado e no baco, diminuicdo das alteragdes
histopatoldgicas nesses 6rgdos e aumento dos titulos de anticorpos, em comparagdo aos
animais imunizados apenas com antigenos de Leishmania. Os autores desse trabalho
chamaram atencédo para o papel da B-glucana como adjuvante para melhorar a resposta
imune adquirida e ndo ha evidéncias de que a B-glucana tenha induzido imunidade
treinada nas células desses animais, entretanto, podemos especular que o controle da
infeccdo tenha sido resultado de um treinamento inato, seguido do desenvolvimento de
uma melhor reposta imune adaptativa (Obaid et al. 1989). Além disso, Yatawara et al.
(2009) mostraram o potencial da utilizagdo de B-glucana como tratamento durante a
infeccdo de camundongos C57BL/6 por L. amazonensis. Neste estudo, foi demonstrado
que a suplementacdo via oral com B-glucana de fungo é capaz de melhorar a atividade
de células NK, avaliada em porcentagem de citotoxicidade, diminuir o tamanho da lesdo
na pata dos animais infectados e aumentar os niveis séricos de INFy, em comparagao
aos animais nio tratados, (Yatawara et al. 2009). E possivel, portanto, que a p-glucana
exerca funcBes tanto em mecanimos que geram imunidade treinada, como na resposta
imune adquirida, auxiliando no desenvolvimento de um continuo de memdria que
garanta o controle da infecgéo por L. braziliensis.

Recentemente, Mitroulis et al. (2018) mostraram que, além de causar mudancas
funcionais em células mieloides maduras na periferia, a imunidade treinada também esta
relacionada & modulagdo de progenitores mieloides da medula déssea. Foi mostrado que
o0 tratamento com B-glucana leva a um aumento do nimero de progenitores mieloides e
induz imunidade treinada nestas células. Esse treinamento foi associada & mudancas na
transcricdo de genes relacionados a vias metabdlicas, tais como glicélise e metabolismo
de colesterol (Mitroulis et al. 2018), as quais ja haviam sido observadas durante o
treinamento de células maduras da periferia (Cheng et al. 2014). Além disso, Mitroulis

et al. (2018) mostrou que houve um aumentou nos niveis de IL-1f3 no fluido extracelular
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da medula déssea dos camundongos, 24 apos a injecdo de B-glucana. Ja foi demonstrado
que a B-glucana € capaz de induzir a producdo de IL-1B e TNF-a. em mondcitos
humanos (Abel et al. 1992) e que IL-1p induz a producédo de 1L-32 (Nold-Petry et al.
2009). Desse modo, avaliamos o numero de progenitores da medula déssea e a producgéo
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1 por essas células em camundongos WT e
IL-32yTg, uma semana ap0s o tratamento com f-glucana. Os animais WT ndo
apresentaram o aumento de células da medula dssea, apds tratamento com -glucana,
diferente do que foi demonstrado por Mitroulis et al. (2018) e resultados similares
foram obtidos com os animais IL-32yTg.

Vérios estudos tém mostrado que a heterogeneidade das B-glucanas (a
solubilidade, o tamanho, estrutura e grau de ramificacdo) podem resultar em respostas
imunes distintas (Li et al. 2007; Chanput et al. 2012; Elder et al. 2017; Ishimoto et al.
2017). Desse modo, uma vez que foi utilizada a mesma linhagem de camundongos
selvagens e a mesma dose de B-glucana, injetada também por via intraperitoneal, as
discordancias entre os resultados podem ser devido ao uso de B-glucanas diferentes nos
dois trabalhos, isto é, no presente trabalho foi utilizada uma B-glucana de cevada,
enquanto Mitroulis et al. (2018) utilizaram uma derivada de fungo. As pB-glucanas de
aveia e cevada, sdo principalmente lineares, com grandes regides de ligagdes B (1,4)
separadas por trechos mais curtos de ligacbes B (1,3). J& as B-glucanas de fungo,
geralmente tém ramificacGes curtas de ligacGes B (1,6) que saem da cadeia principal
com ligagdes B (1,3) (Yan et al. 2005). Foi relatado que destas ligacOes, apenas a
ligagédo PB(1,3) estimula o sistema imune e apresenta atividade antitumoral (Batbayar et
al. 2012) e que B-glucanas com um maior grau de complexidade estrutural induz efeitos
imunomoduladores e anticancerigenos mais potentes (Batbayar et al. 2012). Goodridge
et al. (2011) propuseram que a sinalizacdo de dectina-1 é ativada apenas por B-glucanas
ndo sollveis. Entretanto, existem controvérsias e ha estudos que mostram a atividade
imunomoduladora de B-glucanas soltveis (Batbayar et al. 2012).

Em camundongos WT, o tratamento com [-glucana induziu um aumento
significante na producdo de TNF-o. em resposta a Ag e de IL-1B, em reposta ao LPS.
Entretanto, nos animais IL-32yTg, o treinamento com [-glucana ndo alterou
significantemente a producdo de TNF-o. em resposta ao Ag e diminuiu esta producéo

em resposta ao LPS. Para IL-15, o treinamento com B-glucana levou a um aumento
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significante de sua producdo nos animais IL-32yTg, tanto apds estimulacdo com LPS
quanto com Ag. Desse modo, os dados sugerem que a injecdo de B-glucana aumenta a
producdo de IL-1 em precursores da medula éssea de ambos os grupos de animais WT
ou IL-32yTg. Christ et al. (2018) sugeriram que IL-1p é, provavelmente, um mediador
enddgeno importante dos mecanismos envolvidos na inducdo de imunidade treinada
mediada por B-glucana em camundongos. Além disso, nosso grupo demonstrou,
recentemente, que em monaocitos humanos, o treinamento com p-glucana induz aumento
da expressdo de 1L-32 de maneira dependente de IL-1p (dos Santos et al., submetido a
publicacdo, Anexo 2). Portanto, pode ser sugerida uma associacdo entre IL-1 e 1L-32
mediando os efeitos da B-glucana nos animais IL-32yTg do presente estudo. Entretanto,
mais experimentos precisam ser realizados para melhor elucidacdo da associacéo entre
essas duas citocinas durante a inducdo de imunidade treinada, no contexto da
leishmaniose, uma vez que estudos tém demonstrado que ambas as citocinas séo
importantes para o controle da infeccdo por Leishmania (Lima-Junior et al. 2013; dos
Santos et al. 2017a; Gomes et al. 2017). Os dados do presente estudo mostram que a B-
glucana é capaz de provocar alteracGes nas respostas dos precursores a estimulos nao
relacionados, como o LPS e Ag de L. braziliensis, uma semana ap6s o tratamento,
sugerindo um provavel treinamento inato.

No presente estudo, os precursores da medula 6ssea foram treinados com f-
glucana in vivo e apés uma semana foram derivados in vitro para macrofagos. Foi
avaliado se o tratamento com B-glucana seria capaz de exercer efeitos sobre a atividade
fagocitéria e/ou leishmanicida destes macréfagos de camundongos WT ou IL-32yTg.
Observou-se que os macrofagos de camundongos IL-32yTg apresentaram maior
capacidade fagocitaria do que os macrofagos de camundongos WT, sendo esta atividade
um pouco maior nos macréfagos dos camundongos IL-32yTg tratados com B-glucana.
Entretanto, independentemente de sua origem, os macrdfagos controlaram a infeccéo,
havendo reducdo da porcentagem de células infectadas de 4 h para 48 h e do nimero de
parasitos.

Como a presenga de IL-32 e o treinamento com B-glucana aumentaram a
fagocitose, calculou-se o indice de inibicdo de crescimento dos parasitos nos
macrofagos de 48h/4h. Mais uma vez, ndo houve diferencas significantes entre os
grupos de animais em relacdo ao controle da infeccdo, indicando que apesar de haver

mais células infectadas e com mais parasitos nos animais IL-32yTg tratados com (-
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glucana, a capacidade de controlar estes parasitos é similar entre camundongos WT ou
IL-32yTg independentemente do tratamento com B-glucana. O aumento da fagocitose
foi associado a presenca da 1L-32. De fato, j& foi demonstrado que a I1L-32 €é capaz de
aumentar a capacidade fagocitaria de macrofagos THP-1 humanos em um modelo de
infeccdo por bactéria in vitro (Netea et al. 2008). No entanto, recentemente, nosso grupo
(dos Santos et al. 2017a) demonstrou que a 1L-32 diminui a capacidade fagocitaria de
macréfagos THP-1 humanos durante a infec¢do por Leishmania in vitro. As diferencas
observadas entre os trabalhos que utilizaram macrofagos THP-1 humanos podem ser
resultantes do uso de patégenos diferentes e, é possivel que as discordancias entre o
trabalho publicado por nosso grupo anteriormente e o presente estudo, seja devido as
diferenca entre os modelos utilizados. Desse modo, 0s dados sugerem que o tratamento
in vivo com B-glucana, em uma unica dose i.p., ndo é capaz de melhorar o controle da
infecgdo por L. braziliensis em macr6fagos murinos derivados de precursores da medula
0ssea.

Embora a B-glucana tenha induzido alteragcbes nas respostas dos precursores a
estimulos ndo relacionados uma semana apds o tratamento, esta ndo foi capaz de
aumentar a capacidade microbicida dos macrofagos derivados dos precursores da
medula dssea. Assim, podemos especular que talvez durante o processo de
diferenciacdo, os macrofagos tenham perdido as alteraces epigenéticas induzidas pela
B-glucana nos precursores mieloides e que as quantidades de TNF-a e IL-1p3 produzidas
apos a infeccdo ndo tenham sido suficientes para induzir um aumento do mecanismos
microbicidas. Além disso, é preciso ressaltar que na cultura de células da medula 6ssea
tem uma mistura de precursores e células maduras e isso poderia também resultar em
diferencas na producdo de citocinas. Desse modo, serd necessario avaliar a producgéo de
TNF-a e IL-1B no sobrenadante da cultura de macrofagos apo6s infeccdo por L.
braziliensis (amostras amarzenadas) para elucidar tais questdes.

Devido as variacOes presentes entre alguns resultados experimentais, os quais
poderiam ser atribuidos ao indculo de parasitos e/ou a preparacdo e injecdo de pB-
glucana, novos experimentos foram realizados, utilizando um indéculo maior de
parasitos e a B-glucana foi diluida em um maior volume de PBS (400 pl) e injetada nos
camundongos com uma agulha de maior calibre. O curso da lesdo dos camundongos
WT e IL-32yTg, tratados ou ndo com B-glucana, infectados com 1 x 10° parasitos, foi

avaliado até a 82 semana de infeccdo. Os resultados obtidos ap6s 8 semanas de infecgédo
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foram similares aos observados no primeiro experimento com indculo de 1 x 10°
parasitos, isto €, os animais WT apresentaram um pico de lesdo na 5% semana de
infeccdo e os animais IL-32yTg tratados com B-glucana apresentaram um pico de lesdo
na 42 semana de infeccdo. Também foi observada uma menor carga parasitaria nos
animais IL-32yTg tratados com B-glucana, porém, sem significancia estatistica. Vale
ressaltar que, ao comparar as cargas parasitarias das lesbes dos animais, ao final de 8
semanas, com menor ou maior inéculo de parasitos, observa-se uma menor carga
parasitaria nos animais infectados com maior indculo de parasitos, sugerindo que a
quantidade de parasitos pode modular diferentemente o curso da infecgdo, gerando uma
maior ativacdo das respostas dos animais, tanto WT quanto 1L-32yTg. De fato, os niveis
de IFNy estavam elevados nos animais WT, ap0s 8 semanas de infeccdo e estes animais
controlaram os parasitos de maneira similar aos IL-32yTg tratados com B-glucana.
Similarmente aos dados obtidos nos experimentos de baixo indculo, as quantidades de
IL-32y e TNF-oo mensuradas no homogeneizado da pata dos camundongos WT e IL-
32yTg infectados com 1 x 10°, apds 8 semanas de infeccdo ndo foram significantemente
diferente entre os grupos.

Os camundongos C57BL/6 sdo resistentes a infec¢do por L. braziliensis IMG3 e
apresentam cura da lesdo apos 12 semanas de infec¢do (Oliveira et al. 2010). Portanto,
apos 12 semanas de infeccéo, é esperado que tanto os animais WT como os IL-32yTg
apresentassem regressao completa da lesdo. Foi realizado um experimento para esta
avaliacdo (dados ndo mostrados) e, ap6s 12 semanas de infeccdo, observou-se regressao
total da lesdo em todos os grupos e foram detectados parasitos apenas no ensaio de
diluicdo limitante de um dos camundongos WT ndo tratados com [-glucana. Estes
experimentos com maior indculo de parasitos contaram com um baixo ndmero de
animais por grupos, mas indicam uma concordancia em relacdo ao papel da B-glucana
em melhorar a resposta imune a L. braziliensis.

Como os efeitos do treinamento com B-glucana, no presente estudo, parecem
estar mais presentes nas trés primeiras semanas de infecgdo, podemos especular que o
efeito da B-glucana pode ndo ser tdo duradouro quanto se espera para melhorar o
controle de infecgOes tempos depois do treinamento. Garcia-Valtanen et al. (2017)
mostraram em camundongos C57BL/6, que o efeito do treinamento intraperitoneal com
B-glucana de fungo (1mg) sobre a producdo de citocinas, declina ap6s 3 semanas,

exercendo, portanto, um efeito a curto prazo. Ja Mitroulis et al. (2018) mostraram que 0
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efeito da P-glucana sobre a expansdo de progenitores da linhagem mieloide de
camundongos C57BL/6 pode ser observado até 4 semanas apos o tratamento. Portanto,
mais estudos sdo necessarios para elucidar o tempo de duragéo dos efeitos da imunidade
treinada induzida por B-glucana em progenitores mieloides, mondcitos circulantes e/ou
macrofagos. Contudo, os resultados do presente estudo sugerem que a -glucana pode

ter um potencial em treinar células mieloides para uma posterior resposta aumentada a

infeccdo por L. braziliensis in vivo.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados dos experimentos indicam que o tratamento de camundongos IL-32yTg
com f-glucana melhora a resposta imune contra a infeccdo por L. braziliensis,
sugerindo que a IL-32y intensifica os efeitos do treinamento com a B-glucana. Portanto,
pode haver um sinergismo entre as vias de ativacdo da p-glucana e da IL-32y para
aumentar o treinamento inato. Desta forma, a IL-32y e a B-glucana podem ser alvos
terapéuticos para uma melhor ativagdo do sistema imune, visando o controle da
leishmaniose. Contudo, mais estudos devem ser realizados para elucidar essa possivel
associacao, bem como a duracédo dos efeitos da B-glucana sobre as células da imunidade
inata. Mais experimentos serdo conduzidos para aumentar o numero de algumas
amostras e melhorar as analises estatisticas, para que sejam concluidas algumas partes

do presente estudo de maneira mais adequada.

Conclusdes especificas:

e O tratamento com B-glucana antes da infeccdo com L. braziliensis induz mais
rapido o desenvolvimento da lesdo e diminui a carga parasitaria apds 8 semanas
de infeccdo em animais transgénicos para IL-32y humana, sugerindo que este
tratamento acentua os efeitos da IL-32y no processo da infeccéo.

e Foi observada uma menor carga parasitaria nos animais infectados com maior
indculo de parasitos, sugerindo que a quantidade de parasitos pode modular
diferentemente o curso da infec¢do, gerando uma maior ativagdo das respostas
dos animais, tanto WT quanto 1L-32yTg.

e A analise histopatoldgica demonstrou que o tratamento com B-glucana aumenta
0 processo inflamatdrio na leséo causada por L. braziliensis, apds 3 semanas de
infeccdo, nos animais transgénicos para IL-32y humana, sugerindo um
sinergismo entre B-glucana e 1L-32y, o qual induz um processo inflamatorio

mais intenso que contribui para o controle da infeccéo.
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O tratamento com B-glucana nao alterou a producdo de IL-32y ou TNF-a nas
lesGes, mas aumentou a producdo de IFNy pelas células do linfonodo drenante
da lesdo de camundongos transgénicos para IL-32y humana, ap6s 3 semanas de
infeccdo com L. braziliensis e parece auxiliar na manutencao dessa resposta até
a 82 semana de infec¢do em resposta aos estimulos ConA ou Ag, sugerindo que a
B-glucana exerce funcdes tanto na imunidade treinada, como na resposta imune
adquirida.

Embora o tratamento in vivo com B-glucana ndo tenha alterado o nimero de
celulas da medula 6ssea e a capacidade leishmanicida dos macrofagos infectados
com L. braziliensis in vitro, a B-glucana foi capaz de provocar alteracGes nas
respostas dos precursores a estimulos ndo relacionados, como o LPS e Ag de L.
braziliensis, uma semana apds o tratamento, sugerindo um provavel treinamento

inato.
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estudo in vivo ¢ fundamental para o entendimento dos processos imunopatologicos envolvidos em
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immunity, conferring non-specific protection from secondary infections. Here we
demonstrate for the first time that monocytes trained with the fungal cell wall
component b-glucan confer enhanced protection against infections caused by
Leishmania braziliensis through the enhanced production of proinflammatory
cytokines. Mechanistically, this augmented immunological response was dependent on
increased expression of interleukin 32 (IL-32), which was maintained via an epigenetic
program. Studies performed using a humanized IL-32 transgenic mouse highlight the
clinical implications of these findings in vivo. This study represents the first definitive
characterization of the role of IL-32 in the trained phenotype induced by b-glucan, the
results of which improve our understanding of the molecular mechanisms governing
trained immunity and Leishmania infection control.
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To the Editor in Chief
Cell Reports Editorial Office

Dear Editor in Chief,

Please find enclosed our manuscript for consideration for publication in Cell Host & Microbe
entitled p-glucan-induced trained immunity protects against Leishmania braziliensis
infection: a crucial role for IL-32.

Leishmaniases are among of the most neglected infectious diseases with endemicity in 88
countries and affecting 12 million people worldwide. Successful treatment of leishmaniasis is
limited in the most parts of the world due to the toxicity and costs of effective medication and
functional vaccine against the Leishmania spp. infections in human is still under
development.

In monocytes/macrophages, vaccines and microbial products induce non-specific protection
to secondary infections by long-term functional reprogramming via a process called trained
immunity, which is dependent on metabolic and epigenetic rewiring. Our novel findings
demonstrate that monocytes trained with the fungal cell wall component B-glucan confer
enhanced protection against infections caused by Leishmania braziliensis through the
enhanced production of proinflammatory cytokines in vitro and in vivo. Moreover, we show
that trained immunity induced by B-glucan modulates IL.-32-mediated control of Leishmania
infection via IL-1 signaling and epigenetic changes.

These findings improve our understanding of the mechanism of trained immunity induced by
B-glucan, and point toward novel avenues for therapy for improved treatment of
leishmaniasis.

This manuscript has not been simultaneously submitted eclsewhere for either print or
electronic publication. There is neither financial support from commercial sources nor
conflict of interest with regard to this work.

On behalf of all authors,

Yours sincerely,
Prof. Leo A. B. Joosten
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Anexo 3 — Respostas dos revisores

Dr. Joosten,
Radboudumc

Internal Medicine
Geert grootplein zuid 8
Nijmegen
NETHERLANDS

Oct 02, 2018

Manuscript Number: CELL-REPORTS-D-18-03102

"b-glucan-induced trained immunity protects against Leishmania braziliensis infection:
a crucial role for IL-32"

Dear Dr. Joosten,

Thank you for your interest in Cell Reports and I sincerely apologize for the longer than
usual initial review time. However, | am now including the reviewer comments, which |
hope you will find useful and constructive. As you will see, they express interest in the
study, but they also have several criticisms and suggestions. If it is possible to address
the concerns raised with additional data, we would be interested in considering a revised
version of the manuscript.

To promote an efficient revision and resubmission process, we are happy to discuss the
reviews and your revision plan. If this would be helpful, we suggest sending a revision
plan that we can review and discuss with you via email (shamilton@cell.com.). We find
that these discussions are more productive when initiated early in the revision process.

We ask that you return the revised paper within two months. If more time is needed, we
are usually able to accommodate, but we do ask that you contact our editorial office
(reports@cell.com) to discuss your anticipated timing for resubmission. Please note that
papers are generally considered through only one round of revision and that we will
consider the published literature up to the day we make our final decision.

IMPORTANT: STAR Methods formatting

Please keep in mind that, should we publish your paper, it will need to comply with our
publication guidelines. This includes the STAR Methods format, which Cell Press
introduced to improve the rigor in reporting methods and resources for reproducibility.
At this stage, we strongly encourage you to use the STAR Methods format so that both
the editors and the reviewers can review the details of the experimental procedures and
consider a version of the manuscript that closely reflects what would be published. This
section replaces the Experimental Procedures and Supplemental Experimental
Procedures sections and does not count toward the main-text character limits. For
detailed instructions on STAR Methods and a template for the Key Resources Table,
see our STAR Methods webpage. You may also create the Key Resources Table
using this interactive webform. Please contact me (shamilton@cell.com.) if you have
any questions about restructuring your manuscript using the STAR Methods format.

Publication Guidelines:
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Please be sure to accommodate our corresponding author guidelines. These guidelines
outline the policies regarding authorship and the responsibilities of corresponding
author(s) and require designation of one corresponding author as Lead Contact.

To facilitate consideration of your revised manuscript, please look at our publication
quidelines. The length restriction for a Research Article is 60,000 characters (including
spaces, figure legends, and references), and no more than 7 figures and/or tables. There
is some flexibility here, so please contact us to discuss this further.

Please check our Supplemental Information Guidelines for details on how to format
your supplemental items.

Optional Features:
Should your manuscript be accepted for publication in the future, we’ll encourage you
to contribute any of these optional features:

e Mendeley Data: Publish your original, unprocessed data through Mendeley
Data. We will link your published paper and the dataset to each other. For more
information, please click here.

o Figure360: Create a narrated, animated version of one of your figures that helps
the reader understand the most important take-home message in a matter of
minutes. The video should contain data and panels from only one figure and
include minimal introduction. For guidelines and examples, please click here.

o Methods Videos: We encourage you to make a Methods Video for your paper if
you report any methods that are challenging or nuanced or if you have an
experimental setup that is difficult to describe. These videos are short (<1 min)
and are intended to improve reproducibility and transparency. For examples and
guidelines, go here.

Please submit your revised paper online at: https://cell-
reports.editorialmanager.com/ and include a point-by-point list of the revisions made to
address the reviewers' comments.

Thanks again for submitting your work to Cell Reports. | look forward to reading your
revised manuscript.

Sincerely,

Sara Hamilton, Ph.D.
Senior Editor, Cell Reports
shamilton@cell.com

Administrative correspondence:
Andrew Ferrell, Journal Associate
617-386-2190

email: aferrell@cell.com

Reviewers' comments:

Reviewer #1: (Comments for the author)

In this manuscript entitled "b-glucan-induced trained immunity protects against
Leishmania braziliensis infection: a crucial role for IL-32" Santos et al have
investigated the potential impact of beta glucan on trained immunity for controlling
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infection to intracellular parasite L. braziliensis. They have observed that b-glucan
trained human macrophages to effectively control the parasite load. The improved
resistance to Leishmania in b-glucan trained macrophages was regulated by expression
of IL-32y and was dependent on IL-1. They further extended these in vitro observations
to in vivo using human IL-32y transgenic mice and showed that administration of b-
glucan enhances protection against Leishmania braziliensis, which was associated with
transcriptional changes in the bone marrow metabolism. The manuscript is well written
and offers interesting findings. However, the current presented data do not fully support
the premises of this study.

Major Concerns:

Human study: The central hypothesis of the current study is that b-glucan induces
trained immunity in macrophages via IL-1 signaling that then induces IL-32g that
ultimately confers protection against L. braziliensis. However, in Figure 1 there is no
data showing that b-glucan increased either IL-1 or IL-32 that led to better protection in
infected macrophages. Thus, there is no direct evidence to demonstrate that the
reduction in parasite in beta glucan trained macrophages was dependent on IL-1/1L32
axis. Furthermore, while in Figure 2C-E, the authors have assessed the levels of IL-6
and TNF-alpha from the beta glucan trained macrophages from CC, CT and TT
genotype (IL32 promoter SNPs), all these measurements were after LPS stimulation and
not L. braziliensis infection. Similarly, all the cytokine measurements in b-glucan
induced trained macrophages of IL-1 promoter SNPs (Figure 3B-D) were also
performed following LPS stimulation. Thus, the effects of SNPs in IL32/IL-1 promoter
and macrophages trained immunity to L. braziliensis has not been addressed.
Additionally, the investigator should evaluate the level of parasite in some of these
macrophages.

Mouse study: Next the investigators aim to translate these in vitro human macrophages
data to in vivo using a human transgenic IL-32g mice. Considering, it has been shown
that HSCs are the main target for generating trained immunity via b-glucan (Mitroulis et
al, 2018) or BCG (Kaufmann et al, 2018), these papers need to be discussed in more
details in the discussion, the authors evaluate the impact of b-glucan on these transgenic
mice (Figure 4). However, it is extremely difficult to understand these data without
comparing these differences to wild type mice with/without b-glucan. Moreover, the
investigators need to provide more granularity about the cellular sources of these
cytokines or genes involved in metabolism as these measurements are form the total
BM cells which includes HSCs and immune cells. The investigators may want to
consider generating BM derived macrophages and then assess the expression of these
genes as well as the control of parasite. The experiments from BM derived macrophages
will be also excellent complementary to the human macrophages. In addition, the data
presented in Figure 5 also missing wild type with/without b-glucan controls. The
authors also should consider assessing protection (parasite load in paw), and 1L-32g
measurement at 4-weeks post-infection when the pathology (lesion) is similar between
PBS and b-glucan treated mice.

Minor Concern

1) As only IL-32g isoform appears to contain hydrophobic signaling peptide in its N-
terminus, which allows to be secreted, the authors should consider measuring the
protein levels of 1L-32g in supernatant of in vitro macrophages. Since the receptor for
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IL-32 is still unknown, the authors need to discuss how do they envision that IL-32
works in their model system.

2) Please provide data regarding viability of macrophages after L. braziliensis especially
after 24h infection.

3) Figure 3E-F, IL1-beta induces the mRNA expression of IL-32. This is a very
important figure for the current manuscript and the authors should provide data for the
protein level. These experiments also require control macrophages (no b-glucan).

Reviewer #2: The manuscript by Dos Santos et al. investigates the effect of a single
beta-glucan treatment on the course of Leishmania braziliensis infection in vitro and in
vivo. The authors report that the parasite is cleared more rapidly following priming with
beta-glucan. 1L-32 appears to play a central role in parasite clearance in vitro and in
Vivo.

Although the topic is very interesting and novel, the authors fail to demonstrate the role
of trained immunity during Leishmaniasis. The major problem with this study is the
definition of training versus priming. Waiting 5 days after treatment of monocytes with
beta-glucan seems more like priming than training. It is well known that macrophages
that are primed prior to infection are much more efficient in eliminating the parasite.

Major points:

This study fails to build an organic story

No mechanisms are proposed. For instance, the authors suggest that lack of killing of
the parasite following IL1Ra blockade occurs because of decreased IL-32 expression,
but do not formerly prove this assertion. IL1 regulates many pathways that could be
essential for parasite elimination. Moreover, the role of IL-32 in vivo following beta-
glucan injection

is also not explored.

This study also lacks detailed analysis: e.g. bone marrow cells populations are not
detailed. Which population is increasing? Which population was chosen to perform
gPCRs? Inflammatory infiltrates are also not characterized.

Fig. 4 B, F, G: it is unclear why these particular targets were chosen.

What is the meaning of using "humanized" TG mice?

Metacyclic promastigotes should be used for all infections; in vitro infection should be
monitored for at least 48h.
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