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RESUMO

Introducgdo: A leishmaniose é um complexo de doencas negligenciadas causadas por
parasitas do género Leishmania, endémica em mais de 90 paises. A leishmaniose cutanea
(LC), forma clinica mais comum da doenca, caracteriza-se por lesdes ulceradas e, em
casos graves, disseminacdo da infeccdo. A Leishmania major € uma das principais
causadoras de LC no Velho Mundo, gerando uma resposta imune inflamatoria
exacerbada. Assim, é crucial investigar alternativas terapéuticas que possam modular a
inflamacdo e reduzir o dano tecidual decorrente da infeccdo. Objetivo: Avaliar o
potencial imunomodulador da administragdo oral de Lactococcus lactis produtora de
HSP65 no tratamento de LC causada por L. major. Métodos: Camundongos BALB/c e
C57BL/6 foram tratados com L. lactis ou ndo apds quatro semanas de infeccdo por L.
major. Posteriormente, foram analisadas a carga parasitaria, a producdo de citocinas e 0
tamanho das lesdes. Resultados: O tratamento oral com L. lactis produtora de HSP65 néo
alterou o desenvolvimento das lesGes nem a carga parasitaria dos animais. Ndo foram
observadas diferencas na producéo de IL-10, IFN-y ¢ IL-4 nos linfonodos drenantes das
lesbes dos camundongos BALB/c. Nos camundongos C57BL/6, também ndo houve
mudancas significativas na producéo de IL-10 e IFN-y. Concluséo: O tratamento oral
com L. lactis produtora de HSP65 ndo mostrou efeito significativo nas lesdes cutaneas,
carga parasitaria ou citocinas pro e anti-inflamatorias, mostrando que ndo foi capaz de
induzir respostas imunomodulatorias no contexto da infec¢éo por L. major.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania major; Lactococcus lactis; HSP65;
Toleréncia oral.



ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis is a complex of neglected diseases caused by parasites of
the Leishmania genus, endemic in more than 90 countries. Cutaneous leishmaniasis (CL),
the most common clinical form of the disease, is characterized by ulcerated lesions and,
in severe cases, infection dissemination. Leishmania major is one of the main causes of
CL in the OId World, generating an exacerbated inflammatory immune response.
Therefore, it is crucial to investigate therapeutic alternatives that can modulate
inflammation and reduce tissue damage caused by the infection. Objective: To evaluate
the immunomodulatory potential of oral administration of HSP65-producing Lactococcus
lactis in the treatment of CL caused by L. major. Methods: BALB/c and C57BL/6 mice
were treated with or without L. lactis four weeks after L. major infection. Subsequently,
parasitic load, cytokine production, and lesion size were analyzed. Results: Oral
treatment with HSP65-producing L. lactis did not alter lesion development or parasitic
load in the animals. No differences were observed in the production of IL-10, IFN-y, and
IL-4 in the draining lymph nodes of BALB/c mouse lesions. In C57BL/6 mice, no
significant changes in IL-10 and IFN-y production were observed either. Conclusion:
Oral treatment with HSP65-producing L. lactis did not show significant effects on
cutaneous lesions, parasitic load, or pro- and anti-inflammatory cytokines, indicating it
was unable to induce immunomodulatory responses in the context of L. major infection.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania major, Lactococcus lactis, HSP65, Oral
tolerance.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é um complexo de doencas negligenciadas causadas por protozoarios
parasitas com mais de 20 espécies de Leishmania. E uma doenca endémica em mais de
90 paises no mundo, afetando principalmente regides tropicais e subtropicais! e,
globalmente estdo entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas?. A principal
forma de transmisséo é através da picada de insetos fémeas de flebotomineos dos géneros:
Lutzomyia no novo Mundo (Américas) e Phlebotomus no Velho Mundo (Asia, Africa e
Europa)®.

O ciclo de vida da Leishmania inicia-se quando o hospedeiro invertebrado se alimenta
do sangue de hospedeiros vertebrados. Durante o repasto sanguineo do flebotomineo,
ocorre a inoculacdo de promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro, junto com a
saliva, que possui componentes importantes para o desenvolvimento da infeccdo. No
hospedeiro vertebrado, apds a inoculacdo, as promastigotas séo fagocitadas por células
fagociticas, como neutrofilos e macrofagos, que sdo cruciais no estagio inicial da
infecgdo®. Os neutréfilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o local da
infeccdo; entretanto, apresentam tempo de vida curto. Com isso, 0s macréfagos tornam-
se as principais células hospedeiras da Leishmania®. Em meio intracelular, as formas
promastigotas sao internalizadas e fagocitadas no fagolisossomo, dando origem as formas
amastigotas. Nesse estagio do desenvolvimento, o parasito € capaz de se multiplicar nas
células parasitadas, as quais sdao rompidas, permitindo a reinfeccdo de outras células

fagociticas®.

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma clinica mais comum da doenca e causa les6es
cuténeas, principalmente com poucas ou Ulceras Unicas, em partes expostas do corpo,
tendo a Leishmania major (L. major) como uma das principais espécies causadoras de LC
no velho mundo. Essa forma clinica pode deixar cicatrizes para toda a vida e causar graves
deficiéncias e/ou estigmas sociais™®. Em torno de 85% dos casos de leishmaniose cutanea
concentram-se em 9 paises, dos quais 3 estdo nas Américas: Brasil, Coldmbia e Peru?.
No Brasil, entre os anos de 2000 e 2022, ocorreram em média 21359 casos por ano, sendo

que em 2022 houve 12953 novos casos de LC no pais, tendo as regiées Norte
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e Nordeste um maior niimero de casos’’. Essa forma clinica é caracterizada por um baixo
namero de parasitas devido a resposta imune inflamatéria intensa com a presenca de
citocinas inflamatdrias, como interferon-gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que sdo importantes na resposta imune para a eliminagdo do parasita®. Através
de diversos trabalhos, observou-se que a infeccdo por L. major em camundongos de
diferentes linhagens envolve o desenvolvimento de respostas imunes-distintas, como do
tipo 1 (Th1) ou do tipo 2 (Th2), que estdo associadas a resisténcia ou a susceptibilidade,
respectivamente®. Entretanto, um ambiente inflamatdrio exacerbado sem regulacdo é
responsavel pelo dano tecidual, levando a formacao da lesdo no individuo. Desta forma,
faz-se necessario a busca por alternativas terapéuticas que diminuam a inflamacéo

causada pela infeccéo por Leishmania.

Diante dessas circunstancias, a tolerancia oral (TO) vem sendo utilizada de forma
promissora em modelos de doencas autoimunes e inflamatorias, como colite e alergias. A
TO e definida como um estado de supressao imunoldgica das respostas celulares e/ou
humorais frente a antigenos externos que foram ingeridos previamente por via oral. Desta
forma, a administracdo de antigenos exdgenos por via oral funciona como mecanismo
indutor de TO, promovendo a supressdo da resposta inflamatéria por meio da agéo de
células T regulatérias, como CD4*LAP* e CD4*CD25"FOXP3". A inducéo de células T
regulatorias (Tregs) € um dos principais mecanismos que promovem a geracdo da TO,
essas celulas sdo capazes de produzir citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B
que atuam na supressio da resposta inflamatoria®. Nesse contexto, diversos trabalhos tém
demonstrado a utilizacdo da bactéria Lactococcus lactis (L. lactis) como uma boa
ferramenta no tratamento e prevencao de modelos de doencas inflamatorias com a geracao
de células Tregs induzidas, capazes de inibir efeitos inflamatérios!®112, Nestes trabalhos,
foram observados efeitos imunomoduladores com o uso da cepa recombinante de L. lactis

produtora de HSP65 derivada do Mycobacterium leprae.

As bactérias lacticas sdo amplamente conhecidas no campo da indudstria alimenticia,
principalmente pelo seu uso na producédo e preservacao de produtos fermentados, como
por exemplo laticinios em geral*®. Pouco tempo atras, uma nova aplicagio comegou a ser
empregada para as bactérias lacticas: seu uso como vetores vivos para antigenos,
proteinas terapéuticas ou entrega de DNA em superficies de mucosa'*. Desde entio,

diversos trabalhos vém sendo realizados com essa tecnologia e a espécie L. lactis é a mais
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caracterizada do género, devido ao fato de ter sido a primeira bactéria lactica com o
genoma completamente sequenciado. As L. lactis sdo bactérias de facil manipulacéo
genética, gram-positivas, ndo produzem endotoxinas, LPS ou qualquer outro metabdlito

toxicol®1,

Na busca de proteinas alvo para a indugdo de TO, as proteinas de choque térmico,
ou Heat Shock Proteins (HSPs) tém sido utilizadas em estratégias promissoras. Elas sao
denominadas como um grupo de proteinas funcionais das células de todos 0s organismos
vivos, da bactéria ao ser humano. As HSPs podem ativar o sistema imune através de
diversos receptores de superficie, como receptor do tipo Toll 2 (TLR2), receptor do tipo
Toll 4 (TLR4), CD14, CD91 e CD40%. A HSP60 humana, por exemplo, pode interagir
com o sistema imune de duas formas: (1) como ligante de receptores da imunidade inata,
como os receptores TLR2'®, promovendo a inibigdo do recrutamento de células T e, por
consequéncia, diminuindo o infiltrado inflamatorio®® e (2) como autoantigeno sendo
reconhecido por receptores da imunidade adaptativa, promovendo a geracao de células T

regulatorias e a producéo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B%.

Diversos trabalhos também demonstraram que a administracdo por via oral da
HSP65 derivada do M. leprae, homologa a HSP60 humana, foi capaz de induzir a TO e
forneceu protecéo contra aterosclerose em camundongos e artrite induzida por adjuvante
em ratos?>?2, Diante disso, as HSPs apresentam potencial como candidatas promissoras
de antigenos nao especificos, capazes de induzir a diferenciacao de células T regulatorias,
tornando-se uma alternativa relevante para o uso terapéutico da tolerancia oral em

doencas inflamatdrias e autoimunes!® 1% 1223,

Em um estudo anterior conduzido por nossa equipe, foi evidenciado que a
administracdo prévia por via oral de Lactococcus lactis produtora de HSP65 apresentou
efeitos significativos na modulacdo da resposta imunolédgica frente a infeccdo por
Leishmania braziliensis (L. braziliensis) em modelo experimental de leishmaniose
cutanea. Esse trabalho, demonstrou reducdo na resposta inflamatéria, do nidmero de
parasitas, e consequentemente, reduziu os efeitos danosos da resposta imune exacerbada
contra a infeccdo, associado com o aumento de células T regulatorias nos linfonodos
drenantes da lesdo?. Assim, o potencial imunomodulador da administracdo oral de L.

lactis produtora de HSP65 ap0s a infecgdo por L. braziliensis observado nesse estudo,



13

levantou a pergunta se esse efeito poderia ser observado em outros modelos de infec¢do

por Leishmania mais graves, como no caso da L. major.

Camundongos da linhagem C57BL/6 resistentes a L. major, apresentam uma resposta
imune Th1 associada com a producéo de citocinas inflamatorias, como IFN-y e IL-12. Por
outro lado, camundongos da linhagem BALB/c sdo mais susceptiveis a infeccdo,
produzindo citocinas supressoras, como IL-4 e 1L-10%. Embora os camundongos BALB/c
apresentem a cura das lesdes causadas por L. braziliensis, observa-se que no modelo com
L. major as lesbes sdo extremamente graves, com um curso de infeccdo muito rapido.
Neste trabalho, além da utilizacdo da linhagem BALBI/c, testamos a linhagem C57BL/6,
uma vez que alguns trabalhos na literatura utilizam essa linhagem de camundongos para
testar vacinas no contexto da infecgdo por L. major?*, cujo mecanismo de lesio é diferente
do que se observa na infeccdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c. Além disso,
os estudos desenvolvidos com L. lactis nos modelos de autoimunidade ou doencas
inflamatdrias foram realizados em camundongos C57BL/6 com excelentes resultados na
diminuicdo da inflamagao*®'*'2, Portanto, testamos L. lactis recombinante em linhagens
de camundongos distintas e observamos se 0s mecanismos imunoldgicos ocorrem de
forma similar ao que foi descrito anteriormente pelo nosso grupo, ou se a modulagédo

observada anteriormente é dependente da linhagem utilizada?.

2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Para ensaios in vivo, foram utilizados nesse estudo, camundongos fémeas da espécie
Mus Musculus linhagens BALB/c e C57BL/6, com 6 a 8 semanas da idade, oriundos do
Biotério do Instituto Goncalo Moniz (IGM/FIOCRUZ-BA), mantidos em condicGes
livres de patogenos. Todos o0s procedimentos envolvendo animais foram submetidos e
aprovados pelo Comité Etico do Uso de Animais (CEUA — Instituto Gongalo
Moniz/Fiocruz-BA), protocolo de aprovagdo CEUA N° 032/2023.
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2.2 Parasitas

Foram utilizados parasitas da espécie L. major (cepa LV39) cultivadas em meio
Schneider (Sigma, USA), suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado (Gibco,
USA), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) a 24 °C
em estufa B.O.D até atingirem a fase estacionaria de crescimento (promastigotas
metaciclicas). O crescimento da cultura foi acompanhado através da contagem do nimero
de parasitas por mL utilizando a cdmara de Neubauer, observando-se o crescimento
exponencial até a fase estacionaria. Para garantir a viruléncia nos experimentos de

infeccdo em animais, foram utilizados parasitas até a 5 passagem.

2.3 Infeccdo experimental

Apo0s a obtengdo de promastigotas metaciclicas em fase estacionaria com populacdes
mais homogéneas, tornando a infeccdo experimental mais préxima da condicdo de
infeccdo natural, realizamos o isolamento de metaciclicas. Os meios contendo a
Leishmania foram lavados com PBS 1X, posteriormente foram adicionados Ficoll 40% e
12% para centrifugacdo. Apos a centrifugacao, coletamos as metaciclicas suspensas para
uma nova lavagem, que ao final estdo aptas para a infec¢do. Os animais foram desafiados
na orelha esquerda por via intradérmica (i.d), com uma concentragdo de 5x10° de parasitas
promastigotas metaciclicas purificadas de L. major com o volume final por animal de 10

ML de salina 0,9% estéril.

2.4 Mensuracdo da espessura das lesdes:

Foi utilizado um paquimetro (Thomas Scientific, EUA) para avaliar semanalmente até

o fim dos experimentos in vivo, o desenvolvimento das lesdes dos animais infectados com

promastigotas metaciclicas de Leishmania major.
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2.5 Linhagens bacterianas e acondicionamento microbioldgico:

Nesse estudo, utilizamos duas linhagens bacterianas de L. lactis (NCDO2118): a cepa
recombinante (pSEC:HSP65), que secreta a proteina HSP65 derivado Mycobacterium
leprae (M.leprae) através de um sistema de expressdo induzido por xilose, e a cepa
selvagem, que ndo codifica a proteina de interesse e possui um plasmideo "vazio". O meio
de cultivo utilizado para o crescimento da bactéria foi M17 (Difco, EUA), suplementado
com 0,5% de glicose (Merck) ou 1% de xilose (Sigma-Aldrich) (GM17 ou XM17,
respectivamente). Para o cultivo das bactérias, 10 pug/mL do antibi6tico cloranfenicol
(Sigma) ¢ adicionado aos meios GM17 ou XM17. As bactérias se desenvolvem a 30°C
sem agitacao. Para confirmar a expressdo de HSP65 recombinante produzida por L. lactis,
foi estimado que L. lactis pSEC (produtor de Hsp na forma secretada) produz 7 mg/L de
HSP65. As cepas foram gentilmente fornecidas pela Dra. Ana Caetano Faria (UFMG),

colaboradora do nosso grupo.

2.6 Inducéo da expressao génica da cepa Lactococcus lactis recombinante:

e Dial (In6culo): Uma Unica cultura isolada de cada uma das linhagens da bactéria
L. lactis: expressando a proteina HSP65 recombinante (L. lactis pSEC:HSP65) e
da bactéria contendo o plasmideo vazio (L. lactis NCDO2118), sem a presenca do
gene que expressa a proteina HSP65 (10 pL) foram inseridas individualmente em
5 mL de meio GM17 suplementando com cloranfenicol na concentragcdo de 10
mg/mL. Os indculos foram mantidos na estufa a 30°C por 24 horas, sem agitacéo.
O preparo dos in6culos ocorreu no horario entre 16 e 18:00 horas em condigcdes
de esterilidade.

e Dia 2 (Induzido): As culturas isoladas crescidas durante a noite, contendo as
linhagens da bactéria L. lactis NCD02118 e L. lactis pPSEC:HSP65 foram diluidas
(1:10.0000) em meio GM17 (controle negativo da inducdo) e em meio XM17
(meio GM17 acrescido com xilose) em volume determinado em funcdo da
quantidade de animais a serem tratados, sabendo-se que cada animal ingere em
média 5 mL de liquido por dia (7 mg/mL de HSP65). Posteriormente, os induzidos

foram incubados na estufa a 30°C por mais 18 horas, sem agitacdo. A indugéo
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também foi realizada sempre no horario entre 16 e 18:00 horas em condices de
esterilidade.

e Dia 3-6 (Administracdo do tratamento oral): O acesso a gua foi interrompido
durante 4 dias e disponibilizado aos animais, para beber, apenas 0 meio GM17
inoculado com L. lactis portador do plasmideo vazio ou meio XM17 inoculado
com L. lactis produtora de HSP65 derivada do M. leprae ap6s a etapa de inducdo.

2.7 Administracao por via oral do tratamento com L. lactis produtora de HSP65

e grupos experimentais:

Camundongos BALB/c ou C57BL/6 fémeas receberam por via oral agua ou cepas
bacterianas de L. lactis ap0s 4 semanas de infecgdo por L. major, considerando-se que a
média de consumo liquido & em torno de 5 mL/dia por animal, de acordo com o
protocolo estabelecido no nosso trabalho prévio®. A administragdo por via oral do
tratamento com L. lactis produtora ou ndo de HSP65 foi realizado durante 4 dias
consecutivos utilizando mamadeiras estéreis trocadas a cada 24 horas, seguindo o

protocolo ja estabelecido®1223,

Grupos experimentais:
BALB/c ou C57BL/6
e Lm: animais infectados com L. major;
e Lm/@: animais infectados com L. major e tratados com L. lactis com o plasmideo
vazio;
e Lm/HSP: animais infectados com L. major e tratados com L. lactis produtora de
HSP65;

2.8 Determinacdo da carga parasitaria:

Os camundongos BALB/c e C57BL/6 foram submetidos a eutanasia apos 10 semanas
de infeccdo, para a coleta das orelhas infectadas e dos linfonodos drenantes da lesdo. Os

6rgaos foram removidos com o auxilio de materiais cirurgicos estéreis previamente
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autoclavados. Apds a remocao em condicdes de esterilidade, os 6érgdos foram macerados
em 1 ml de RPMI suplementado [10% de soro bovino fetal + estreptomicina (100 mg/ml)]
manejando com uma peneira celular (“cell strainer”) com 0 tamanho de 40pm e o fundo
do émbolo da seringa (3 ou 5 ml) e posteriormente centrifugados a 1500 rpm, a 4 °C por
10 minutos. Assim, o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de RPMI suplementado com
HEPES e diluido de forma seriada em uma placa de 96 poc¢os de fundo chato contendo
meio Schneider completo [10% de soro bovino fetal + estreptomicina (100 mg/ml)]. As
placas foram vedadas e incubadas a 24 °C durante 15 dias e a determinagdo da carga
parasitaria foi realizada pelo ensaio de diluicdo limitante. A analise foi feita pela
observacdo dos poc¢os através do microscopio 6ptico invertido com aumento 20X
(Nikkon) para apontar as diluicbes que possuiam parasitas. Foram realizadas 5 leituras no
intervalo de 72 horas entre cada leitura.

2.9 Cultura de células:

Os linfonodos drenantes foram coletados apds eutanasia dos animais, macerados em 1
ml de RPMI completo utilizando um “cell strainer” (40 pm) e, posteriormente,
centrifugados a 1500 rpm a 4°C por 10 minutos. Apoés a centrifugagédo, o sedimento foi
ressuspendido em 1 ml de RPMI suplementado com HEPES (25 mM) (Sigma, St. Louis,
Missouri). A concentracdo celular foi determinada pelo método de exclusdo utilizando
azul de tripan (10 pl suspensédo de células + 45 pl tripan + 45 pl salina) e a contagem das
células foi feita com o auxilio de uma camara de Neubauer no microscopio optico. Apos
a contagem, as células foram ajustadas para a concentracdo de 1x10° de células por ml
em RPMI suplementado e adicionadas em placas de fundo chato (96 pogos). As células
foram cultivadas em trés diferentes condi¢bes: 1) controle negativo - sem nenhum
estimulo, apenas em meio RPMI suplementado; 2) controle positivo - adicionado 5 pg/mi
de Concavalina A (Sigma-Aldrich); 3) amostras- reestimulo com promastigotas
metaciclicas de L. major na concentracio de 5x10° de parasitas/ml (proporgdo de 5
parasitas: 1 célula). Apds 48 ou 72 horas de incuba¢do na estufa a 37 °C, 5% CO2, 0s
sobrenadantes das culturas foram coletados apds centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos

a 4 °C e armazenados (-20 °C) para dosagem de citocinas por ELISA.
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2.10 Dosagem de citocinas pro- e anti-inflamatorias:

Os niveis das citocinas IL-10, IFN-y e IL-4 foram mensurados atraves do ensaio de
ELISA dos sobrenadantes das culturas de células obtidas dos linfonodos drenantes da
leséo. Para isso, foram utilizados anticorpos monoclonais anti-IL10 (BD), anti-IFN-y
(BD), e anti-IL-4 (BD) murinos, de acordo com as instrucdes do fabricante. Inicialmente
as placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc) foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura anti-citocina na concentracdo determinada pelo kit. Apés o periodo de incubacao
(overnight) a 4° C, os pogos sensibilizados foram lavados com PBS contendo 0,05% de
Tween 20. Prontamente, os sitios de unido inespecifica foram bloqueados com o diluente
determinado pelo kit (PBS 1X + 10% SBF) por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Apds
lavagem, as amostras e os padrfes foram adicionados aos respectivos pogos e incubados
por 2 horas a TA. Apos lavagem, o anticorpo de deteccdo conjugado com a enzima
estreptavidina foi adicionado aos pocos e a placa foi incubada por mais 1 hora a TA. Em
seguida, apos a ultima lavagem, a placa foi incubada com o substrato tetrametilbenzidina
(TMB) por 15 minutos, protegida da luz. A reacéo foi finalizada com &cido sulfurico (2N)
e a leitura, realizada no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA (Molecular
DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram analisados utilizando-se o
programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 41 USA). As faixas de
deteccdo de cada citocina foram 32-4000 pg/ml para IL-10; 15-2000 pg/ml para IFN-y e
4-500 pg/ml para IL-4.

2.11 Analise estatistica:

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade D’ Agostino & Pearson.
Para avaliacdo dos dados paramétricos foi utilizado a analise de variancia One-Way
ANOVA com poés-teste de Tukey. J& com os dados ndo paramétricos, utilizamos o teste
Krukal-Wallis com o p6s-teste de Dunns. Os resultados foram apresentados como médias
+ desvio padrdo (DP) ou medianas e intervalo interquartil. VValores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. O programa utilizado para avaliacdo

estatistica foi o0 GraphPad Prism® verséo 9.
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3 RESULTADOS

3.1 Tratamento oral com L. lactis produtora de HSP65 néo modificou o curso da
infeccdo por L. major em camundongos BALB/c

Inicialmente, os camundongos foram infectados na orelha esquerda (i.d.) com 5x10° de
promastigotas metaciclicas de L. major. Quatro semanas ap0s a infec¢do, o tratamento foi
administrado durante quatro dias consecutivos. Nesse periodo, os animais do grupo Lm
receberam apenas agua, enquanto o grupo Lm/@ recebeu a L. lactis com plasmideo
"vazio", e o grupo Lm/HSP recebeu a L. lactis produtora de HSP65. Ap6s dez semanas
de infeccéo, todos os animais foram eutanasiados para a avaliacdo dos parametros (Figura
1A).

A fim de avaliar os potenciais efeitos imunomodulatorios do tratamento por via oral
com L. lactis produtora de HSP65 no desenvolvimento das lesGes causadas pela infeccao
por L. major, a espessura da lesdo foi mensurada semanalmente com auxilio de um
paquimetro analogico. Observamos que os camundongos dos grupos Lm, Lm/ @ e
Lm/HSP apresentaram lesdes graves com intensidade de inflamacdo e necrose (Figura
1B). Nossos dados mostram que os camundongos BALB/c tratados com L. lactis
produtora de HSP65, ao decorrer do curso da infeccdo por L. major, ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas na espessura das lesées em comparacdo aos grupos

controles (Figura 1C).

A partir disso, fomos investigar se o tratamento oral com L. lactis produtora de HSP65
interferiu na imunidade parasitaria nos animais infectados por L. major. Desta forma, foi
observado que o tratamento por via oral com HSP65 dos camundongos BALB/c nédo
alterou 0 nimero de parasitas nas orelhas e nos linfonodos drenantes em comparagdo aos
outros grupos experimentais (Figuras 1D-E). Além disso, ao acessar o0s niveis de citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias advindas de células dos linfonodos drenantes, nossos
dados mostraram que os camundongos BALB/c tratados com L. lactis produtora de
HSP65 ndo apresentaram diferenga na producéo de IL-10 (Figura 1F), IFN-y (Figura 1G),

e IL-4 (Figura 1H) em compara¢do com 0s outros grupos experimentais.
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Figura 1 - Tratamento oral com L. lactis produtora de HSP65 n&o modificou o curso da infec¢do por
L. major em camundongos BALB/c. (A) Camundongos BALB/c foram desafiados na orelha esquerda (i.d)
com 5x10° de promastigotas metaciclicas de L. major. Apds quatro semanas, 0s animais receberam por via
oral durante 4 dias consecutivos, L. lactis produtora de HSP65 ou contendo o plasmideo vazio ou agua.
Grupos experimentais: Lm: animais infectados com L. major e que receberam &gua; Lm/@: infectados com
L. major e tratados com L. lactis com o plasmideo vazio; Lm/Hsp: infectados com L. major e tratados com
L. lactis produtora de HSP65. A espessura das lesBes foi medida semanalmente. (B) Desenvolvimento das
lesdes, fotografadas na sétima semana de infec¢do, para anélise macroscopica. (C) Cinética da espessura das
lesBes nos grupos experimentais. Os dados representam as médias e + desvio padrdo de cada grupo e foi
utilizado o teste de varidncia One-Way ANOVA para comparacdo de mais de dois grupos. Os dados
representam a mediana e o intervalo interquartil de cada grupo. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunns. Cinética da carga parasitaria da orelha (D) e do linfonodo drenante da leséo (E). Apos
10 semanas de infeccdo, os animais foram eutanasiados e as orelhas e linfonodos drenantes foram coletados
para quantificacdo da carga parasitéria por diluigdo limitante. O nimero de parasitas esta representado pela
mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de Krukal-
Wallis com pds-teste de Dunns. Cinética da producéo de citocinas pro e anti-inflamatérias 1L-10 (F), IFN-
v (G) e IL-4 (H) das células do linfonodo drenante da lesdo. Apds 10 semanas de infeccdo foi realizada a
eutandsia dos animais e os linfonodos drenantes da lesdo foram coletados. As células obtidas foram
cultivadas e reestimuladas in vitro com promastigotas metaciclicas de L. major (5 parasitas:1 célula) por 48
ou 72 horas. Posteriormente, os sobrenadantes das culturas foram coletados e armazenados para dosagem de
citocinas por ELISA. Os dados estdo representados pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Para
dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de Krukal-Wallis com pds-teste de Dunns.



21

3.2 Avaliagdo do potencial imunomodulador do tratamento oral de L. lactis
produtora de HSP65 em camundongos C57BL/6 infectados por L. major

Com o intuito de observar se os mecanismos imunolégicos da administragéo oral de L.
lactis recombinante ocorrem de forma similar ao que foi descrito anteriormente pelo
nosso grupo na infeccdo por L. braziliensis, ou se a modulacdo observada anteriormente
é dependente da linhagem BALB/c, avaliamos 0s mesmos parametros em camundongos
da linhagem C57BL/6. Inicialmente, os camundongos foram infectados na orelha
esquerda (i.d.) com 5 x 10° de promastigotas metaciclicas de L. major. Quatro semanas
apos a infecgdo, o tratamento foi administrado durante quatro dias consecutivos. Nesse
periodo, os animais do grupo Lm receberam apenas agua, enquanto o grupo Lm/@ recebeu
a L. lactis com plasmideo "vazio", e o grupo Lm/HSP recebeu a L. lactis produtora de
HSP65. Apos dez semanas de infeccdo, todos os animais foram eutanasiados para a
avaliagédo dos parametros (Figura 2 A).

Observamos que os camundongos dos grupos Lm, Lm/ @ e Lm/HSP n&o apresentaram
agravamento das lesdes com intensidade de inflamacdo apds 7 semanas de infeccéo
(Figura 2B). Nossos dados mostram que os camundongos C57BL/6 tratados com L. lactis
produtora de HSP65, ao decorrer do curso da infeccdo por L. major, ndo apresentaram
diferencas significativas na espessura das lesbes em comparagdo aos grupos controles
(Figura 2 C).

Diante disso, buscamos investigar se o tratamento oral com L. lactis produtora de
HSP65 interferiu na imunidade parasitaria nos animais infectados por L. major. Dessa
forma, foi observado que o tratamento por via oral com HSP65 dos camundongos
C57BL/6 ndo promoveu uma diminuicédo significativa no nimero de parasitas na orelha
e nos linfonodos drenantes em comparacgdo aos outros grupos experimentais (Figuras 2D-
E). Ademais, ao acessar os niveis de citocinas inflamatdrias e anti-inflamatorias advindas
de células dos linfonodos drenantes, nossos dados mostraram que 0s camundongos
C57BL/6 tratados com L. lactis produtora de HSP65 ndo apresentaram diferenca
estatistica nos niveis de producdo de IL-10 (Figura 2E) e IFN-y (Figura 2F) em relagdo

aos outros grupos experimentais.
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Figura 2 - Avalia¢do do potencial imunomodulador do tratamento oral de L. lactis produtora de
HSP65 em camundongos C57BL/6 infectados por L. major. (A) Camundongos C57BL/6 foram
desafiados na orelha esquerda (i.d) com 5x10° de promastigotas metaciclicas de L. major. Apds quatro
semanas, 0s animais receberam por via oral durante 4 dias consecutivos, L. lactis produtora de HSP65 ou
contendo o plasmideo vazio ou agua. Grupos experimentais: Lm: animais infectados com L. major e que
receberam agua; Lm/@: infectados com L. major e tratados com L. lactis com o plasmideo vazio; Lm/Hsp:
infectados com L. major e tratados com L. lactis produtora de HSP65. A espessura das lesfes foi medida
semanalmente. (B) Desenvolvimento das lesdes, fotografadas na sétima semana de infeccdo, para andlise
macroscopica. (C) Cinética da espessura das lesGes nos grupos experimentais. Os dados representam as
médias e + desvio padrdo de cada grupo e foi utilizado o teste de varidncia One-Way ANOVA para
comparacdo de mais de dois grupos. Os dados representam a mediana e o intervalo interquartil de cada
grupo. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns. Cinética da carga parasitaria da
orelha (D) e do linfonodo drenante da lesdo (E). Ap6s 10 semanas de infec¢do, os animais foram
eutanasiados e as orelhas e linfonodos drenantes foram coletados para quantificacdo da carga parasitéria
por dilui¢do limitante. O nimero de parasitas esté representado pela mediana e intervalo interquartil de cada
grupo. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de Krukal-Wallis com pés-teste de Dunns. Cinética
da producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias IL- 10 (F) e IFN-y (G) das células do linfonodo drenante
da lesdo. Apds 10 semanas de infeccdo foi realizada a eutanésia dos animais e os linfonodos drenantes da
lesdo foram coletados. As células obtidas foram cultivadas e reestimuladas in vitro com promastigotas
metaciclicas de L. major (5 parasitas:1 célula) por 48 ou 72 horas. Posteriormente, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e armazenados para dosagem de citocinas por ELISA. Os dados estéo representados
pela mediana e intervalo interquartil de cada grupo. Para dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de
Krukal-Wallis com pés-teste de Dunns.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que, ap6s o tratamento, os camundongos BALB/c do
grupo Lm/HSP nédo apresentaram sucesso na redugdo do agravamento e tamanho das
lesBes em comparagdo com 0s grupos experimentais, Lm e Lm/@ (Figuras 1 B-C). Além
disso, ndo foi observada uma reducdo da carga parasitaria nas orelhas e linfonodos
drenantes da lesdo desses animais (Figuras 1 D-E), resultando em um desfecho
desfavoravel da doenca. Similarmente, os camundongos C57BL/6 do grupo Lm/HSP apds
o0 tratamento, ndo apresentaram agravamento das lesGes (Figura 2 B), porém, ndo foi
possivel observar a reducdo na espessura das lesbes em compara¢do com 0S grupos
controle (Figura 2 C). Também, ndo foi observada uma reducdo da carga parasitaria nas
orelhas e linfonodos drenantes desses animais em comparagdo com 0S outros grupos

experimentais.

Esses dados corroboram com o que esté descrito na literatura, que associa a infeccao
por Leishmania major em camundongos a ativacao e inibicdo da via classica (M1) dos
macrofagos, determinando a resisténcia ou susceptibilidade a doenca por meio da ativagédo
de respostas do tipo Th1 ou Th28. Nesse projeto, utilizamos camundongos das linhagens
BALB/c e C57BL/6, que diferem entre si em relacédo ao perfil de célula T ativada durante
ainfeccdo. Camundongos C57BL/6 apresentamresisténcia a infeccdo por L. major, devido
a ativacdo da via classica dos macrofagos, por células Thl, que promovem a producao de
IFN-y para a eliminagdo do parasita, em consonancia com a avaliagdo macroscopica das
lesGes. Por outro lado, camundongos BALB/c demonstram susceptibilidade a infeccéo
por L. major, em consequéncia da inibi¢do da via classica dos macréfagos por células do
tipo Th2, o que favorece a sobrevivéncia do parasita no meio intracelular e agrava a leséo,

como evidenciado pela avaliacio macroscopica das lesdes®>.

Embora ndo tenhamos observado reducdo no tamanho da lesdo nem na carga
parasitaria, achados na literatura indicam uma relacdo entre a diminuicdo conjunta desses
parametros em camundongos infectados por Leishmania. Bortoleti, et al.?® (2022)
mostraram que o tratamento com Solidagenona (SOL) em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania amazonensis, foi capaz de reduzir tanto o tamanho da lesdo
quanto a carga parasitaria no sitio da infeccdo. Da mesma forma, Aguiar et al.?’. (2009),

mostraram que o tratamento combinado de paromomicina e miltefosina oral em
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camundongos BALB/c infectados com Leishmania major, resultou em uma reducédo

significativa no tamanho da lesdo e na carga parasitaria na pele dos animais.

Ademais, em relagdo aos niveis de citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias das
orelhas e linfonodos drenantes, camundongos BALB/c do grupo Lm/HSP néo obtiveram
diferenca estatistica de producdo de IL-10 (Figura 1F), IFN-y (Figura 1G) e IL-4 (Figura
1H) em relacdo aos outros grupos experimentais. Também, observamos que
camundongos C57BL/6 do grupo Lm/HSP ndo apresentaram diferenca nos niveis de
producdo de IL-10 (Figura 2E) e IFN-y (Figura 2F) em relagdo aos outros grupos

experimentais.

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina produzida por macrofagos, células dendriticas,
células B, e subtipos de células TCD4" e TCD8", sendo uma citocina com fungéo
reguladora®®?®, Em estudos experimentais realizados por Rezende et al.'? (2013) e
Gomes-Santos et al.1° (2017), foi administrada, por via oral, Lactococcus lactis produtora
de HSP65 em camundongos C57BL/6. Esse tratamento preveniu tanto a colite!?, quanto
o desenvolvimento de encefalomielite autoimune experimental (EAE)*? nesses animais.
Esses resultados estdo associados a modulacdo da resposta imune, com reducdo de

citocinas pré-inflamatorias e aumento da producéo de IL-10.

Sob outra perspectiva, para investigar o papel da IL-10 na leishmaniose cutanea, Kane

et al.*® (2001) realizaram um estudo com camundongos BALB/c geneticamente

susceptiveis (normais) e camundongos BALB/c IL-107 ("knockout™) infectados com L.

major. O grupo observou que os camundongos BALB/c normais desenvolveram lesdes
progressivas com alta carga parasitaria, enquanto os camundongos knockout foram
capazes de controlar tanto a progressdo das lesdes quanto a carga parasitaria. Em
consonancia com esse achado, Padigel et al.3* (2003) e Schwarz et al*? (2013)
demonstraram que niveis elevados de IL-10 resultaram em uma resposta imune menos
eficaz, com aumento da carga parasitaria nos camundongos. De forma similar, Belkaid et
al.®® (2001) e Anderson et al.>* (2005) mostraram que niveis elevados de 1L-10 podem
inibir a resposta imune pré-inflamatéria contra L. major, atuando como um mecanismo
de escape do parasita, o que leva a infec¢bes cronicas e ndo cicatrizantes. Também, Viana
da Costa et al.*® (2002) avaliaram o papel da IL-10 na infeccdo por L. major, em

camundongos C57BL/6 previamente tratados com um vetor adenoviral recombinante
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expressando IL-10 viral (Ad-vIL-10) e evidenciaram que esses animais apresentaram uma
alta carga residual de parasitas nos linfonodos popliteos apds a cicatrizacdo completa da
lesdo.

Na leishamniose cuténea, a presenca de citocinas inflamatérias como IFN-y sdo de
suma importancia na resposta imune do hospedeiro para a eliminagdo do parasita®, porém,
estdo associados a danos teciduais®®. Bacellar et al.*” (2002) demonstraram que, em
pacientes com uma resposta Thl desregulada, lesdes mais graves estavam associadas a
uma maior producgdo de IFN-y. Em contraste, em pacientes com produgdo moderada de
IFN-y, houve um controle eficaz do parasita sem causar danos teciduais, sugerindo que o
equilibrio entre a resposta pré-inflamatdria e anti-inflamatéria é essencial para a regulacéo
adequada da resposta imune a infeccdo por Leishmania®®. Todavia, ndo foi possivel
observar essa associagdo em nossos experimentos, uma vez que 0s resultados nao
apresentaram diferencas significativas na producdo de IFN-y, tanto nos camundongos
BALB/c quanto nos camundongos C57BL/6.

Consistente com a literatura, camundongos BALB/c suscetiveis a infeccao por L. major
produzem quantidades elevadas de IL-4 em resposta ao parasita?®>. Um estudo realizado
por Kopf et al.*® (1996) investigou o papel da IL-4 na infecgdo por L. major, utilizando
camundongos BALB/c normais e camundongos BALB/c IL-47(knockout). Observou-se
que os camundongos BALB/c normais desenvolveram a doenca de forma progressiva,
conforme esperado no modelo, com inchagco na pata, ulceracdo e necrose da lesdo. Em
contraste, os camundongos knockout foram resistentes a infec¢éo, sem sinais de necrose.
Esses achados sdo consistentes com o que esta descrito na literatura, de que camundongos
BALB/c infectados por L. major desenvolvem a LC grave, pois desenvolvem um perfil
de resposta imune Th2, com a presenca de citocinas com caracteristicas supressivas, como
a IL-4, que favorecem a replicacdo da Leishmania, com progressdo da doenca®.
Comparando com nosso resultado, que ndo mostrou diferenca na producdo de IL-4 em
camundongos BALBI/c, o tratamento oral com L. lactis secretora de HSP65 ndo foi capaz

de modular a infeccdo nesse modelo.

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo?, foi demonstrado que a
administracdo oral de Lactococcus lactis produtora de HSP65 em camundongos BALB/c

foi capaz de atenuar a resposta imunologica, modulando a inflamagdo causada por
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Leishmania braziliensis. Esse efeito foi evidenciado pelo controle da carga parasitéaria na
orelha, reducdo de citocinas pré-inflamatérias e promocgdo do reparo tecidual. Dessa
forma, o tratamento conseguiu equilibrar a resposta inflamatoria caracteristica da
leishmaniose cutdnea causada por L. braziliensis com a modulacdo da resposta
imunoldgica. No entanto, diferentemente do que foi observado nesse estudo anterior, no
presente trabalho ndo detectamos uma melhora nesses parametros. Isso sugere que 0
tratamento com L. lactis secretora de HSP65, administrado por via oral em camundongos
BALB/c e C57BL/6 infectados com L. major, ndo foi eficaz em intervir nos mecanismos
imunopatologicos nem em gerar efeitos imunomoduladores ao longo do curso da

infeccéo.

De acordo com a literatura, as HSPs tém sido utilizadas como antigeno para induzir a
toleréncia oral, visando equilibrar a resposta inflamatdria e a modulacdo da resposta
imune, com o objetivo de desenvolver alternativas terapéuticas para o tratamento de
doencas autoimunes e inflamatorias, sem a presenca de parasitas®!1221.22  Nesse
contexto, buscamos neste projeto avaliar os efeitos imunomoduladores do tratamento oral
com L. lactis produtora de HSP65, em camundongos C57BL/6, que possuem um perfil
imunologico Thl, resistente a infeccdo por L. major e caracterizado pela producéo de
IFN-y para eliminagdo do parasita®. Além disso, testamos 0 mesmo tratamento em
camundongos BALB/c, que apresentam uma resposta imunoldgica do tipo Th2,
susceptivel a infeccdo por L. major e caracterizada pela alta producdo de IL-4%,
observando o desenvolvimento progressivo da lesdo, conforme esperado para este
modelo. Entretanto, ao contrario do estudo de Guerra et al.?® (2021), ndo observamos
efeitos imunomoduladores significativos com o tratamento. No modelo murino de
infeccdo por L. major, onde a resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo esta diretamente
ligada a ativacdo de respostas do tipo Thl ou Th2%2, o tratamento com L. lactis produtora
de HSP65 mostrou-se, na verdade, como um potencializador da resposta inflamatéria da

infeccéo.
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5 CONCLUSAO

Este estudo foi conduzido para avaliar o potencial imunomodulador da administracao
oral de L. lactis secretora de HSP65 na infeccdo por L. major, dado que esse efeito ja
havia sido previamente descrito pelo grupo em estudos com L. braziliensis.
Questionamos, portanto, se esse efeito modulador poderia ser observado em um modelo
de infeccdo grave, caracterizado pela progresséo das lesdes em camundongos BALB/c, e
se 0 tratamento seria capaz de apresentar mecanismos moduladores em uma linhagem
resistente, como a C57BL/6. Até o momento, nossos resultados indicam que, em um
modelo de leishmaniose cutanea grave causada por L. major, o tratamento nao foi capaz
de modular a infecgdo, em oposicdo ao observado anteriormente no modelo de infecgéo

por L. braziliensis.

Portanto, serd necessario realizar repeticbes desses experimentos para confirmar os
dados obtidos. Como perspectiva deste estudo, planejamos realizar experimentos
adicionais para avaliar o papel imunomodulador do tratamento oral com L. lactis
produtora de HSP65, utilizando a técnica de citometria de fluxo para investigar as células
T regulatorias envolvidas na inducdo da toleréncia oral. Além disso, pretendemos analisar
cortes histologicos das orelhas dos camundongos infectados com L. major, com o objetivo
de comparar 0s grupos experimentais e verificar se houve algum reparo tecidual resultante
do tratamento oral. Bem como, administrar o tratamento prévio (antes da infeccao por L.

major) nos camundongos BALB/c e C57BL/6.

6 CONFLITO DE INTERESSE

Os autores declaram que a pesquisa foi realizada na auséncia de quaisquer relac6es
comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como potencial conflito de

interesses.
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coautores inscritos.

2. APRESENTAQAO DOS TRABALHOS

Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas deverdo ser
apresentados de acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na Norma de
Vancouver:

2.1 Os textos poderdo ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e
digitados na fonte Times New Roman, corpo 12, com espago de 1,5 cm, margem
de 3 cm de cada lado. Se o texto for em outro idioma (inglés, espanhol ou
francés), apds o comunicado de preliminar indicacdo para publicagdo, 0 mesmo
devera ser reavaliado/reescrito por um tradutor credenciado e indicado pela
Revista para a autorizacao da versdo definitiva.

2.2 As ilustracdes (graficos, desenhos, quadros, etc.) deverdo ser limitadas ao

minimo indispensavel, construidas preferencialmente em programa apropriado,
como Excell, Harvard, Graphics ou outro, fornecidas em formato digital.
As fotografias deverdo ser fornecidas em papel ou em slides ou cromo. A
indicacdo do tipo de ilustracdo (Figura, Quadro etc.) deve estar localizada na
parte superior da mesma, seguida da numeracao correspondente em algarismos
arabicos (Figura 1-, Quadro 5-) e do respectivo titulo precedido de travessao; a
legenda explicativa deve ser clara e concisa, em corpo 10. No caso de ilustractes
extraidas de outros trabalhos, sera necessario indicar a fonte.

2.3 As tabelas estatisticas também serdo numeradas consecutivamente em
algarismos arabicos, mas apresentardo a respectiva identificacdo — p.ex.,
Tabela 1 - Titulo; Tabela 2 - Titulo etc. — na parte superior, observando-se para
a sua montagem as Normas de apresentacéo tabular do IBGE (1993).

2.4 Deverao ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustracdes e
as tabelas serdo intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e restritas ao minimo
indispensavel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: 0s nomes compostos e dos elementos, em vez
de suas férmulas ou simbolos; os periodos de tempo por extenso, em vez de em

nameros; bindmios da nomenclatura zooldgica e botanica por extenso e em
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itdlico, em vez de abreviaturas; os simbolos matematicos e fisicos conforme as
regras internacionalmente aceitas; e os simbolos métricos de acordo com a
legislagdo brasileira vigente.

No preparo do texto original, devera ser observada, na medida do possivel, a

estrutura indicada em 2.7.1 a 2.7.2, na mesma ordem em que seus elementos se

apresentam a seguir.

Elementos pré-textuais

Cabecalho, em que devem figurar:

o titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as
informacdes necessarias para a sua identificacdo. Quando os artigos foremem
portugués, deve-se colocar o titulo e o subtitulo em portugués e inglés; quando
os artigos forem em inglés, francés ou espanhol, na lingua em que estiverem
redigidos e em portugués;

0(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulagdo mais importante
e vinculo empregaticio (se houver), a qual sera a ser inserida em nota de rodapé
juntamente com o endereco profissional completo, inclusive telefone e e-mail
do autor ou coautoria, principal do trabalho.

Resumo (portugués) e Abstract (inglés)- Apresentacdo concisa e estruturada
dos pontos relevantes do texto, de modo a permitir avaliar o interesse do artigo,
prescindindo se de sua leitura na integra. Para a sua redacdo e estilo, deve-se
observar o que consta na NBR - 6028/2021, e ndo exceder as 250 palavras
recomendadas. Se o texto for em outra lingua (espanhol ou francés) observa-
se 0 mesmo procedimento. Sendo o artigo, preliminarmente, indicado para
publicacdo, o0 resumo em idioma estrangeiro devera ser reescrito por um
tradutor credenciado e indicado pela Revista para fazer a versao definitiva do
mesmo.

Palavras-chave e Keywords — palavras ou expressdes que identifiguem o
contetdo do texto (no maximo 5), separadas por ponto e virgula e finalizada
por ponto, que constem no Descritores em Ciéncias de Saude (DeCS), no
endereco eletronico http://decs.bvs.bre/ ou MeSH

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

Texto
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a) Introducdo — Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua
relacdo com outros trabalhos na mesma linha ou area. Extensas revisdes de
literatura devem ser evitadas e, quando possivel, substituidas por referéncias
aos trabalhos bibliograficos mais recentes, em que certos aspectos e revisdes
ja tenham sido apresentados. Os trabalhos e resumos originarios de
dissertagdes ou teses devem sofrer modificacdes, de modo a se apresentarem
adequadamente como um texto em nova formatacdo e atendendo as demais
exigéncias da Revista em relacdo a ilustragdes, fotos, tabelas etc.

b) Materiais e métodos — A descricdo dos métodos usados deve ser
suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreenséo e repeticdo do
trabalho, ndo sendo extensa. Técnicas ja publicadas, a menos que tenham sido
modificadas, devem ser apenas citadas (obrigatoriamente).

c) Resultados — Devem ser apresentados com o minimo possivel de discusséo
ou interpretacdo pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo
adequado, quando necessario. Dados estatisticos devem ser submetidos a
analises apropriadas.

d) Discussado — Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados
alcancados, relacdo com o conhecimento ja existente, evitando-se hipdteses
ndo fundamentadas nos resultados.

e) Conclusédo — Devem estar baseadas no proprio texto.

2.7.3 Elementos pds-textuais
a) Referéncias — Devem ser elaboradas de acordo com o Padrdo Vancouver
(International Committee of Medical Journal Editors -ICMJE). As referéncias
dever ser organizadas em ordem numérico crescente (algarismos ardbicos),
utilizando duas maneiras para as citacdes no texto o sistema numeérico
sobrescrito®*’1% ou alfanumérico um autor Gatewood® (2012), dois
autores Cotti, Santos'? (2016), trés autores Azer, Safi, Almeida®® (2011) e
mais que quatro autores Silva et al.® (2013). As abreviaturas dos titulos dos
periddicos citados devem estar de acordo com as bases e/ou Portal de revista
BVS, Medline ou LILACS. A exatiddo das referéncias € de responsabilidade
dos autores. Serdo incluidas na lista final todas as referéncias de textos que
contribuiram efetivamente para a realizagdo do trabalho, as quais, no entanto,

de 20, exceto artigos de revisao ja os originais ndo devem ultrapassar o nimero
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maximo de 35. Quanto aos trabalhos citados no texto, todos serdo
obrigatoriamente incluidos na lista de Referéncias. InformacGes verbais,
trabalhos em andamento ou ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista
de Referéncias; quando suas citacbes forem imprescindiveis, 0s elementos
disponiveis serdo mencionados no rodapé da pagina em que ocorra a citagéo.
Obs.: Os autores estrangeiros deverdo indicar os elementos essenciais
das referéncias, a saber:
Sobrenomes com grau de parentesco
Santos R Neto
Sobrenomes com prefixo
DiCredo R
Sobrenomes Hispanicos
Alvarez Alduan NA

e para artigos de periodicos: autor(es), titulo do artigo (e subtitulo, se
houver), titulo do periddico, data do fasciculo (exs.: 2001 jan; 2005
July- Sept etc.), volume, nimero do fasciculo, quando o fasciculo
citado for um Suplemento, paginacao inicial e final do artigo, DOI.

Ex 1:
Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL, Anjos SF, Santos F, Silva RD. Solid
organ transplantation in HIV-infected patients. N Engl J Med. 2002
July 25;347(4):284 7. doi: 10.1007/s11904-013-0170-

e para livros: autor(es), titulo (e subtitulo, se houver), edicdo (quando

ndo for a primeira), local, editora e ano de publicacdo. Paginacao.

Ex. 1
Santos DR. Gestdo da inovacdo tecnologica. 2. ed. Barueri: Manole;
2008. 206 p.

e paratrabalhos académicos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos do
tipo da publicacdo. cidade de publicacdo, instituicdo, ano de
publicacdo. pagina.

Polzin AC. Material didatico para capacitacdo de fonoaudiélogos no
tratamento das alteragdes de fala na disfungdo velofaringea [master’s thesis]. Bauru:

Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo; 2017. 155 p.
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e para trabalhos apresentados em eventos: autor(es) e titulo do
trabalho, seguidos da expresséo In: numeragéo do evento e nome do
evento (se houver), local e responsabilidade da publicacéo, ano.

Oyadomari AT, Pomini KT, Rosso MP, Buchaim RL. Efeitos da terapia
por laser de baixa poténcia no processo de reparo de defeitos 6sseos preenchidos pelo
0ss0 bovino Bio-Oss® associados ao novo selante heter6logo de fibrina. In: Resumo do
25th Simpdstio Internacional de Iniciagdo Cientifica da Universidade de Sdo Paulo; 2017
Oct 24-25; Bauru, Brazil. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo; 2017.

Polzin AC. Material didatico para capacitacdo de fonoaudi6logos no
tratamento das alteracOes de fala na disfungdo velofaringea [master’s thesis]. Bauru:
Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo; 2017. 155 p.

b) Agradecimentos (quando houver).
c) Data de entrega dos originais a redacao da Revista.

1. Artigos originais

Artigos originais — resultados novos e consolidados de pesquisa
experimental ou tedrica, apresentados de maneira abrangente e discutidos em suas
aplicacdes, compreendendo de 15 a 25 paginas.
2. Artigos de revisao

Artigos de revisdo — textos que retinam os principais fatos e ideias em
determinado dominio de pesquisa, estabelecendo relagdes entre eles e evidenciando
estrutura e conceitual prépria do dominio, abrangendo de 8 a 12 paginas.
3. Caso clinico

Casos clinicos — descricdo de casos clinicos com revisdo da literatura e
discussdo, apresentados em 8 a 15 paginas.
4. Carta ao Editor

Carta ao editor — comunicacdo de acontecimentos e pesquisas cientificas
de relevéncia.
5. Resenhas

Resenhas — Analises criticas de livros, monografias e periddicos recém-
publicados, contendo de uma a 4 paginas.
6. Resumos

Publicacdo apenas para os Resumos publicados em Eventos.

7. Declaracgéo de Direito Autoral
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A Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas reserva-se todos os direitos
autorais dos trabalhos publicados, inclusive de tradugéo, permitindo, entretanto, a sua
posterior reprodugdo como transcrigdo, com a devida citacdo de fonte.

8. Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para 0Ss servicos prestados por esta publicagdo, ndo sendo
disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.
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