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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenga letal, de carater zoonotico que atinge
milhares de pessoas no Brasil. Existem diversos fatores que aumentam a susceptibilidade a
LV e a imunossupressdo ¢ um fator de risco bem estabelecido. A leishmaniose pos-
imunossupressdo € caracterizada por um aumento no numero de parasitos na medula dssea
com consequentes desordens hematopoéticas, além de manifestagdes clinicas néo
convencionais. No presente estudo, utilizamos uma nova abordagem, infectando células-
tronco hematopoéticas humanas derivadas da medula 6ssea com Leishmania (Leishmania)
infantum. Utilizando esta estratégia, mostramos através da citometria de fluxo, que as CTH
sdo capazes de fagocitar formas promastigotas de L. (L.) infantum e produzir as citocinas IL-
4, IL-10 IFN-y e principalmente TNF-a. Além disso, os resultados deste estudo demonstraram
que a infec¢do por L. (L.) infantum aumenta a hematopoese in vitro, favorecendo o
desenvolvimento de colonias da linhagem eritroide, por meio de um mecanismo ainda
desconhecido que parece envolver a expressdo de SIRT1. No presente estudo, observamos
também que a infeccdo de CTH por L. (L.) infantum altera o perfil fenotipico das progénies
celulares, modificando a express@o de marcadores de superficie das linhagens eritroide e
mieloide nas células, apos a diferenciagdo. Além disso, ao avaliar a expressdo génica de
SIRT6, observamos que o gene que codifica esta proteina estd aumentado nos momentos
iniciais da infec¢do, sugerindo fortemente sua contribui¢do nos eventos de diferenciagdo
celular e na expressdo de TNF-a pelas células infectadas. Assim, com a realizacdo deste
trabalho foi possivel concluir que a infec¢do por L. (L.) infantum € capaz de induzir alteragcdes
na hematopoese e no perfil fenotipico das progénies, interferindo no niimero de progénies
derivadas da linhagem eritroide. Concluimos ainda que a expressdo de citocinas e sirtuinas ¢
importante na criagdo de um microambiente que, a0 mesmo tempo, favorece a hematopoese e

a manutencdo da infecgdo.

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral; hematopoese; células-tronco.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is a letal zoonosis that affect thousands of people in
Brazil. There are many factors that increase susceptibility to disease and immunosuppression
is a well-established risk factor. Post-immunosuppression leishmaniasis are characterized by
the increase of parasite burden, hematopoietic disorders and unusual clinical manifestations.
In the present study, we use a new approach infecting human bone marrow derived stem cells
with L. (L.) infantum. Using this strategy, we demonstrated, by flow cytometry, that human
hematopoietic stem cells (hHSC) are able to phagocytize L. (L.) infantum promastigotes and
release modulatory and pro-inflammatory cytokines, mainly TNF-a. Moreover, our results
demonstrated that L. (L.) infantum infection enhances in vitro hematopoiesis, favoring the
development of erythrocytic lineage through an unknown mechanism, that seems to be related
with SIRT1 expression. Furthermore, we found that in vitro hematopoiesis of L. (L.) infantum
infected cells also alters phenotypic profile of their progenies, modifying the expression of
surface markers on both differentiated erythroid and myeloid lineages. Regarding the
evaluation of SIRT6 expression, we observed that the gene that encode this protein is
increased at early times of L. (L.) infantum infection, suggesting strongly the role of this
sirtuin in cell differentiation and TNF-a release. In conclusion, L. (L.) infantum is capable to
induce hematopoietic and phenotypic profile alterations, interfering in the number of
erythroid colonies. Moreover, the cytokine and sirtuin expressions may play a pivotal role in

creating a microenvironment that favor both hematopoiesis and infection maintenance.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; hematopoiesis; stem cell.
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1 INTRODUCAO

No Novo Mundo, as leishmanioses sdo um grupo de doengas de carater
zoondtico causadas por parasitos da familia Trypanosomatidae, género Leishmania
(Ross, 1903), transmitidos ao homem e outros mamiferos domésticos e silvestres pela
picada de fémeas de insetos dipteros conhecidos como flebotomineos (Psychodidae:
Phlebotominae). Estimativas apontam que cerca de 12 milhdes de pessoas em 98 paises
estejam infectadas e 350 milhdes em risco de se infectar (WHO, 2016). A prevaléncia
das leishmanioses depende de varios fatores de risco, como a migracdo, o
desmatamento, a urbanizag¢do e mudangas na susceptibilidade do homem a infecgdo,
como por exemplo, a desnutri¢do e a imunossupressio (DESJEUX, 2001).

Nas ultimas décadas, as leishmanioses tém sido consideradas infecgdes
oportunistas para os pacientes imunocomprometidos, incluindo os infectados pelo HIV,
os receptores de orgdos solidos e/ou tecidos, portadores de doengas autoimunes e
aqueles que estdo em uso de terapia imunossupressora (ANTINORI et al., 2008; JOS et
al., 2004). Apesar da coinfec¢do Leishmania/HIV ser considerada de grande
importancia epidemioldgica, a imunossupressdo por uso de medicamentos tem sido
considerada um dos fatores de risco mais importantes, pois além de predispor o paciente
a novas infec¢des, pode alterar o curso da doenga, desencadear a reativagdo de infecg¢des
latentes, modificar as manifestagdes clinicas e dificultar o diagnostico e a resposta ao
tratamento (VAN GRIENSVEN et al., 2014).

A terapia imunossupressora pos-transplante tem por finalidade a diminui¢do da
resposta imunoloégica do organismo contra o enxerto, amenizando episodios de rejeigao.
Embora nesses casos a imunossupressao constitua um procedimento obrigatdrio e esteja
presente também em varias terapias contra o cancer e doencas autoimunes, a sua
utilizagdo estd associada a uma série de efeitos colaterais indesejaveis como, por
exemplo, o risco aumentado de ocorréncia de infecgdes (FISHER; WOODLE;
THISTLETHWAITE, 2002; KRENSKY, 2001). A imunossupressdo em pacientes
assintomaticos infectados por tripanossomatideos pode resultar na reativacdo da
infeccdo latente com fei¢des clinicas mais graves do que as habitualmente vistas. As
infeccdes dessa natureza sdo caracterizadas pelo nimero elevado de parasitos,
importantes alteragdes hematopoéticas e por desencadear manifestacdes atipicas e

aberrantes destas doencas, dificultando o diagndstico clinico.
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Estudos anteriores t€ém chamado aten¢@o para a infec¢do de células-tronco da
medula o6ssea por Leishmania, com consequentes alteragdes na hematopoese
(ALLAHVERDIYEV et al., 2011; COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000). O
contexto dessas infec¢des, bem como a sobrevivéncia e a multiplicagdo desses parasitos
nesse sitio precisa ser melhor compreendida. Sabe-se que a medula 6ssea € um sitio de
privilégio imunoldgico, assim, o padrdo de resposta das células diante da infeccéo pelo
parasito poderia estar alterado, favorecendo a manuten¢do da infec¢do. Dessa forma,
mecanismos intracelulares, como por exemplo, a producdo de citocinas, a expressdo e o
papel das sirtuinas na regulagdo da apoptose de células parasitadas necessitam ser
melhor elucidados.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de células-
tronco hematopocéticas de se infectar com L. (L.) infantum apds a interacdo in vitro.
Além disso, avaliamos a consequéncia desta infeccdo na hematopoese de células
infectadas e no perfil fenotipico das progénies celulares obtidas. Por fim, avaliamos
também os mecanismos desencadeados apés a infec¢do, como a produgéo de citocinas e
a expressdo génica de sirtuinas.

A hipoétese do nosso estudo € que a infec¢do células-tronco por L. (L.) infantum
alterara significativamente a hematopoese in vitro e o perfil fenotipico-funcional das
progénies.

E importante ressaltar que em nosso estudo tivemos a rara oportunidade de
trabalhar com células-tronco humanas derivadas da medula dssea. Tal fato é de extrema
relevancia, uma vez que a grande maioria dos estudos ¢ realizada em modelos murinos

ou em linhagens celulares especificas cultivadas em laboratorio.

As Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um espectro de doencas infecto-parasitarias
causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Esses protozoarios t€ém um ciclo de vida digenético complexo, exigindo um
hospedeiro vertebrado susceptivel e um inseto vetor permissivo para efetivar a infecgéo
(SAVOIA, 2015). A transmissdo ocorre através da picada de fémeas de insetos do
género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo durante seu repasto
sanguineo (Figura 1). S3o parasitos intracelulares obrigatdrios que se reproduzem por
divisdo binaria, dentro do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos suscetiveis

(DAVID; CRAFT, 2009; LAINSON; RYAN; SHAW, 1987). Os protozoarios do
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género Leishmania apresentam duas formas principais: uma promastigota, flagelada,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e outra amastigota sem flagelo aparente,
observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (Figura 1). As amastigotas sdo
formas intracelulares obrigatorias das células do sistema mononuclear fagocitéario
(SMF) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Em relagdo a taxonomia do género Leishmania, (LAINSON et al., 1987)
propuseram a organizagdo das espécies que parasitam o homem em dois subgéneros:
subgénero Leishmania e Viannia. No Brasil, as principais espécies que causam a doenga
humana sdo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L (L.) amazonensis e L. (L.)
infantum, sendo as trés primeiras dermotrdpicas e associadas a leishmaniose tegumentar
(LT) e a ultima associada a leishmaniose visceral (LV) (KUHLS et al., 2013). Além
dessas, outras espécies dermotropicas de Leishmania foram recentemente descritas: L.
(V.) lainsoni, L (V.) naiffi, com poucos casos no Para e L. (V.) shawi, encontrada nos

estados do Para e Amazonas (JENNINGS et al., 2014).

no veior Estagio no homem

Estagio

Figura 1: Ciclo biologico de Leishmania spp. (1) A fémea do inseto flebotomineo
inocula formas promastigotas metaciclicas, através da picada durante o repasto
sanguineo. (2) as promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos ou outras células do
sistema mononuclear fagocitario; (3) as promastigotas se transformam em amastigotas;
(4) as amastigotas se multiplicam em células de varios tecidos e infectam novas células;
(5) fémeas de flebotomineos fazem o repasto sanguineo; (6) ocorre ingestdo de células
parasitadas; (7) as amastigotas se transformam em promastigotas no intestino do vetor;
(8) as promastigotas se multiplicam e migram para a probdcide. Adaptado de: Centers

for Disease Control and Prevention — CDC, 2013.
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3.1. Aspectos epidemiolégicos das leishmanioses

De acordo com a Organizagio Mundial da Sauade, estima-se que
aproximadamente 12 milhdes de pessoas estejam atualmente infectadas e que cerca de
310 milhdes encontram-se em risco de adquirir a doenga, com incidéncia anual estimada
em cerca de 1 milhdo de casos para a forma tegumentar e 300 mil casos para a forma
visceral (WHO, 2016).

As leishmanioses apresentam duas principais formas clinicas no homem, a LV e
a LT, com um amplo espectro de manifestagdes. Nas leishmanioses, a forma clinica é
altamente dependente da espécie de Leishmania envolvida e do status imunologico do
hospedeiro. Assim, existem as espécies dermotrdpicas, que acometem pele e mucosas e
as espécies viscerotropicas, que possuem afinidade pelo tecido linfoide e 6rgéos como
figado e bago (WHO, 2016).

A LV tem como principal agente etiologico no Brasil a Leishmania
(Leishmania) infantum, espécie de carater viscerotropico. A doenga ¢ endémica em 62
paises e ocorrem cerca de 200 a 400 mil novos casos por ano (DESJEUX, 1996; WHO,
2016). Mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em seis paises: India,
Somalia, Etidpia, Suddo, Suddo do Sul e Brasil. No Brasil, sdo notificados cerca de
1.980 casos/ano e 90% desses casos ocorrem no Nordeste do pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

A Leishmaniose Visceral ¢ uma doenga de carater zoonoético, causada por
protozodrios do género Leishmania, que tem o cdo como principal reservatorio
doméstico, enquanto raposas e outros animais desempenham importante papel na
transmissdo silvestre (BRAGA et al., 1986; LAINSON et al., 1990). A L. (L.) infantum,
pertencente ao complexo Donovani, ¢ o agente etioldgico da LV em paises endémicos
do sul da Europa, norte da Africa, Asia central e ocidental e das Américas. No
continente americano, a LV tem sido documentada do norte da Argentina ao sul dos
Estados Unidos (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-PRATT, 1989; ROMERO;
BOELAERT, 2010; WHO, 2016).

Conhecida também como Calazar, a LV ¢ a doenca mais mortal depois da
malaria e aflige centenas de milhares de individuos que vivem na pobreza em paises

tropicais (SAVOIA, 2015). No Brasil, os casos de LV representam 90% do total de
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casos das Américas. Entre 1980 e 2015, cerca de 90.000 casos foram registrados em 26
estados brasileiros, principalmente na regido Nordeste (WERNECK, 2010; WHO,
2016). Na regido sudeste, dos 538 casos registrados em 2015, 418 ocorreram em Minas
Gerais (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Apesar de inicialmente ter um caréter
predominantemente rural, diversos surtos registrados em grandes centros urbanos como
Belo Horizonte (MG) e Rio de Janeiro (RJ), demonstram a urbanizacdo da LV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Assim, a LV torna-se uma das doencas mais importantes da atualidade dada a
sua incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos ndo tratados, criancas
desnutridas e em individuos portadores da infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV). Infelizmente, a mortalidade por LV atinge nimeros ainda inaceitaveis,
chegando a 95% dos casos ndo tratados (DA SILVA JUNIOR; GUARDAO BARROS;
DE FRANCESCO DAHER, 2014). Dessa forma, diversos estudos t€ém direcionado seus
esforcos em compreender os fatores de risco associados a letalidade por LV.
Recentemente, um estudo epidemioldgico realizado na india observou que fatores como
tratamento gratuito e de facil acesso, diagnodstico rapido (menor que 30 dias) e
realiza¢do do programa completo de tratamento pelo paciente sdo indicadores de
mortalidade menor na LV (DAS et al., 2016). Além disso, alguns sinais clinicos sdo
considerados fatores de risco associados a obito, como por exemplo, infeccdo
secundaria, trombocitopenia, neutropenia severa, hipoalbuminemia, dispneia, dentre
outros (ASSUMPCAO MOURAO et al, 2014; COURA-VITAL et al, 2014;
DRUZIAN et al., 2015).

No Brasil, a LV inicialmente tinha um carater eminentemente rural e, mais
recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte. Desde
a década de 80 grandes centros urbanos t€ém relatado um ntimero significativo de casos,
como Belo Horizonte, Campo Grande, Natal, dentre outros (JERONIMO et al., 1994;
OLIVEIRA et al., 2006). Em Belo Horizonte, de 1994 a 2014 foram registrados 1656
casos, com uma média de incidéncia de 4,1 casos por 100.000 habitantes no periodo de
2008 a 2014 (Secretaria de Satude de Belo Horizonte, PBH, 2014). De acordo com
dados do Ministério da Saude (2014), a doenga é mais frequente em criangas menores
de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em menores de 5 anos. Isso
ocorre devido a imaturidade imunolédgica, maior predisposi¢do a desnutri¢io e maior
exposic¢do ao vetor no peridomicilio. Em adultos, o sexo masculino ¢ proporcionalmente

o mais afetado (60%).
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O ambiente caracteristico e propicio a ocorréncia da LV estd associado a um
baixo nivel socioecondmico e pobreza, ambiente prevalente no meio rural e na periferia
das grandes cidades. Entretanto, estas caracteristicas vém se modificando,
principalmente, nos estados das regides Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV se encontra

urbanizada.

3.2 Manifestacoes clinicas da LV

A LV possui um amplo espectro de manifestacdes clinicas que vai desde a
infeccdo assintomadtica a casos graves que levam a 6bito. No Brasil, alguns estudos
relatam que existem de 8 a 18 casos de LV assintomatica para cada caso clinico descrito
(BADARO et al., 1986; COSTA et al., 2002). Em 4reas endémicas a prevaléncia desses
casos pode chegar a até 73% (MICHEL et al., 2011). Porém, € importante ressaltar que
a prevaléncia de casos assintomaticos € de dificil estimativa, por se tratar de casos sem
sinais clinicos ou sintomas que s6 sao identificados e devidamente diagnosticados em
estudos clinico/epidemiolégicos.

Os fatores de risco para o desenvolvimento da LV sdo apenas parcialmente
compreendidos. Alguns estudos sugerem que a susceptibilidade a LV pode ser
determinada geneticamente, outros destacam pobreza, desnutri¢do, presenca de animais
no peridomicilio, condi¢des inadequadas de saneamento, dentre outros fatores (COSTA
et al., 2005; DYE; WILLIAMS, 1993; JERONIMO et al., 2007).

Apds um periodo de incubagdo que varia geralmente de 2 a 6 meses, a fase
aguda da doenca se manifesta através de sinais e sintomas como febre irregular ou
remitente, tosse, cansaco, fraqueza, perda de apetite e de peso, aumento dos ganglios
linfaticos, hepatomegalia e esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia
(CHAPPUIS et al., 2007a). Apds o periodo da fase aguda, os sinais e sintomas podem
variar de paciente para paciente durante a evolucdo da doenga. Alguns individuos
sequer exibem quaisquer sinais, outros apresentam agravamento dos sintomas iniciais
(BADARO et al., 1986; HOLADAY et al., 1993).

Nos casos de diagndstico e tratamento inadequados, a doenga evolui para o
periodo final. Essa fase € caracterizada por febre continua, desnutricdo, edema dos
membros inferiores, hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite.
Nestes pacientes, o 6bito geralmente ocorre por infecgdes secundarias e/ou sangramento

intermitente (COSTA et al., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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3.3 Diagnostico e tratamento da LV

O diagnéstico precoce e o tratamento adequado sdo cruciais na sobrevivéncia do
individuo infectado ¢ no controle da LV (ROMERO; BOELAERT, 2010). De acordo
com o Ministério da Saide (2014), a confirmacdo dos casos clinicamente suspeitos
devera preencher no minimo um dos seguintes critérios:

* Encontro do parasito nos exames parasitologicos direto ou cultura;

» Reacdo de imunofluorescéncia reativa com titulo de 1:80 ou mais, desde que
excluidos outros diagndsticos;

» Testes imunocromatograficos, comumente conhecidos como testes rapidos, que
utilizam antigenos recombinantes.

Além disso, pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmac¢do laboratorial,
provenientes de area com transmissdo de LV, mas com resposta favoravel a terapia
também sdo considerados portadores de LV.

Os testes parasitologicos baseiam-se no encontro do parasito em exame direto ou
cultura de aspirado de medula o6ssea, baco ou linfonodos. A realizagdo destes
procedimentos requer mao de obra qualificada e profissionais extremamente treinados,
além de serem técnicas bastante invasivas (MACHADO DE ASSIS; RABELLO;
WERNECK, 2012). De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (2010) um dos
grandes problemas relacionados aos testes parasitolégicos para LV ¢é a baixa
sensibilidade, que varia de 53 a 86%.

A Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é o diagndstico imunoldgico
mais utilizado, uma vez que a intradermorrea¢do de Montenegro, ao contrario do que
ocorre na LT, é sempre negativa durante o periodo de estado da doenga. Ela torna-se
positiva apds a cura clinica, na maioria dos pacientes, em um periodo de seis meses a
trés anos apos o término do tratamento.

O método molecular utilizado em alguns casos particulares de diagnostico
complicado devido a sua alta sensibilidade ¢ a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
baseado na busca do DNA do parasito em amostras de sangue ou tecido.

Além das técnicas convencionais tém sido desenvolvidos testes rapidos de
diagnéstico da LV, baseados na reatividade antigeno/anticorpo. Uma destas descobertas
foi a identificacdo do antigeno K39 de Leishmania, membro da familia das kinesinas. A
detecgdo de anticorpos IgG anti-K39 tem se mostrado bastante sensivel e especifica para
diagndstico de LV (SUNDAR et al., 2006). A Organizagdo Mundial da Saude considera

2 testes rapidos apropriados para diagnostico em programas de controle de LV: o Teste
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de Aglutinagdo Direta (DAT) e o rK39-ICT (CHAPPUIS et al., 2006, 2007b;
MEREDITH et al., 1995). Além destes, no Brasil, tem sido utilizado o teste rapido IT
LEISH (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France), que utiliza uma gota de
sangue proveniente um pequeno furo no capilar digital, também com sensibilidade e
especificidade estimadas em 92-93% e 92-98%, respectivamente (WHO, 2016).

No Brasil, os medicamentos a base de antimdnio (antimoniato de
metilglucamina) sdo, no, utilizados como primeira escolha na terapéutica das
leishmanioses. O composto € obtido sinteticamente a partir do 4cido antimonico e da N-
metilglucamina, sendo a ultima obtida previamente a partir da adi¢do de grupamentos
amino redutores da glicose em presenga de metilamina. O composto € solivel em dgua e
pouco soluvel em solventes orgénicos (PASTORINO et al., 2002; RATH; JARDIM;
DOREA, 1997).

A Organiza¢do Mundial de Satde preconiza que as doses de antimoniais néo
devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, ndo se ultrapassando o limite de 850 mg de antimonio,
devido a sua elevada toxicidade. Alguns efeitos colaterais sdo frequentes nos individuos
submetidos ao tratamento, como mialgias, dores abdominais, alteragdes hepaticas e
disturbios cardiologicos (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). As dificuldades quanto
a administracdo e a duracdo do tratamento (aplicagdes diarias durante aproximadamente
20 dias), paralelamente aos efeitos colaterais, tém estimulado pesquisadores do mundo
todo a buscar novas formas farmacéuticas para esse farmaco.

No Brasil, como tratamento alternativo, sdo utilizadas a Anfotericina B e suas
formulagdes lipossomais (anfotericina B — lipossomal e anfotericina B — dispersdo
coloidal), as pentamidinas e em alguns casos, imunomoduladores sdo utilizados como
coadjuvantes no tratamento (GONTIJO; MELO, 2004). A anfotericina B ¢ a tnica
opcdo no tratamento de gestantes e de pacientes que tenham contraindicagdes ou que
manifestem toxicidade ou refratariedade relacionada ao uso dos antimoniais
pentavalentes (MISHRA et al., 1994). Além disso, outras medidas concomitantes ao
tratamento especifico devem ser tomadas com o objetivo de corrigir e amenizar as
manifestagdes clinicas inerentes a doenga, tais como, anemia, desnutricdo, fendmenos
hemorragicos e possiveis infecgdes secundarias.

Os critérios de cura sdo essencialmente clinicos e os primeiros sinais de resposta
costumam ser inespecificos como a melhora do apetite e do estado geral. Podemos
destacar também, logo nas primeiras semanas, o desaparecimento da febre, redugdo do

volume do bago e do figado. A partir da segunda semana, os parametros hematologicos
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apresentam melhora, ja o processo de normaliza¢do das proteinas séricas ocorre de
forma lenta, podendo durar meses. Dessa forma, é recomendado que apos o fim do
tratamento o paciente ainda seja acompanhado por 6 meses (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014; NYAKUNDI et al., 1994). Ao final desse periodo, se o estado do

paciente permanecer estavel, podera ser considerado clinicamente curado.

3.4 Aspectos imunolégicos da LV

Os aspectos clinicos da LV estdo intimamente relacionados com a resposta
imunoldgica do hospedeiro. A infec¢do sistémica, com propagagdo dos parasitos no
bago, figado, linfonodos, medula 6ssea e outros drgdos € caracterizada por altos titulos
de anticorpos circulantes e uma supressdo da resposta do Tipo 1, mediada por células T,
acompanhada de uma diminui¢do na produgdo de IFN-y e IL-12. Por outro lado,
observa-se um aumento na produgdo de IL-4 e IL-10, que sdo citocinas anti-
inflamatérias/moduladoras (BACELLAR et al., 1996; ZWINGENBERGER et al.,
1990).

A resposta imune protetora anti-Leishmania ¢ mediada por células (Figura 2). A
resposta do Tipo 1 esté relacionada com resisténcia, enquanto a resposta do Tipo 2 esta
relacionada com susceptibilidade a infec¢do (SRIVASTAVA et al., 2012). Porém,
varios fatores influenciardo a resisténcia/susceptibilidade ao parasito, incluindo a cepa,
genética do hospedeiro, fatores ambientais e fatores imunologicos (BACELLAR;
CARVALHO, 2005; KUMAR; NYLEN, 2012). Existem varias evidéncias de que a
resposta imune inata desempenhe um papel fundamental na resisténcia do hospedeiro
contra infec¢des parasitirias. Em regides em que a LV ¢ endémica a forma clinica
assintomatica ¢ bastante comum. Esse perfil de resisténcia ¢ caracterizado pelo padrio
de resposta do Tipo 1, que além de controlar o crescimento do patégeno, age no
direcionamento da produgdo de citocinas (DE GOUVEA VIANA et al, 2008;
PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

Os primeiros eventos imunoldgicos ocorrem quando fémeas de flebotomineos
infectados, durante o repasto sanguineo, depositam saliva contendo formas
promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro. Além de conter propriedades
anticoagulantes, algumas proteinas presentes na saliva irdo desencadear uma inflamagao
local, promovendo o recrutamento de células para o sitio da infecgdo (COLLIN et al.,
2009). Grande parte dos parasitos inoculados na picada serda destruida pela acdo do

sistema complemento. Os parasitos restantes serdo fagocitados pelos macréfagos e
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transformados em amastigotas. Além dos macrofagos, alguns parasitos podem ser
fagocitados por neutrofilos, células dendriticas e mastocitos. A infeccdo dos neutrofilos
pode facilitar o escape dos parasitos da lise mediada pelo complemento, mecanismo
conhecido como “Cavalo de Tréia” (CECILIO et al., 2014; SHAPIRA; ZINOVIEV,
2011).

As manifestagdes da LV humana vao desde a infeccdo assintomadtica até a
doenga fatal. Em estudo realizado por Carvalho et al (2002), foi demonstrado que
células mononucleares do sangue periférico de portadores de LV assintomatica
respondem ao estimulo com antigeno de Leishmania spp. e produzem IL-2, IFN-y e IL-
12, enquanto as células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LV ativa
ndo proliferam ou produzem IFN-y em resposta ao antigeno.

Inicialmente, pensava-se que a LV estaria associada apenas com um perfil Tipo
2 com niveis elevados de produgdo de IL-4 e/ou IL-13 (NYLEN; SACKS, 2007;
SUNDAR et al., 1997). Porém, muitos estudos mostram que ndo ha um direcionamento
claro para a resposta do Tipo 2 na LV humana, visto que a L'V tipica estd associada com
um aumento na producdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias. Alguns
trabalhos relatam que pacientes com LV apresentam niveis plasmaticos elevados de IL-
1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IFN-y, CXCL10, CXCL9 ¢ TNF-a (ANSARI et al., 2011;
KURKJIAN et al., 2006; NYLEN; SACKS, 2007). Além disso, niveis elevados de
mRNA de IFN-y foram encontrados no bago ¢ medula dssea de pacientes durante a fase
aguda de infeccdo (NYLEN; SACKS, 2007). Essas observagdes sugerem que o
desenvolvimento da LV ndo é dirigido apenas pela resposta Tipo 2, mas também por
outros mecanismos que contribuem para a patogénese da doenca (KUMAR; NYLEN,
2012).

Alguns trabalhos mostram que pacientes com LV ativa possuem niveis elevados
de IL-10 no soro, assim como no bago, linfonodos e medula 6ssea (ANSARI et al.,
2011; NYLEN et al., 2007). O papel principal da IL-10 na patogénese da LV ¢é a
modulag¢do de macrofagos, tornando-os ndo-responsivos, fazendo com que a produgéo
de TNF-a e NO seja diminuida, impedindo a morte de amastigotas. Peruhype-
Magalhaes et al., (2005) ressaltaram a importancia da resposta do Tipo 2 nos momentos
iniciais da infeccfo, no qual a alta produgdo de IL-10 suprime a sintese de 1L-12,
contribuindo para o estabelecimento e progressdo da doenga.

Outra citocina importante que contribui na patogenia e progressdo da LV

humana ¢ o TGF-f (BARRAL-NETTO et al., 1992; SAHA et al., 2007). Essa citocina
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possui efeitos moduladores em macrofagos e seu bloqueio demonstrou uma diminuig¢do
na proliferagdo de parasitos nessas células (REED, 1999; RODRIGUES; SANTANA
DA SILVA; CAMPOS-NETO, 1998). Um dos mecanismos que desencadeiam a
producdo de TGF-f ¢ através da catepsina B presente em L. donovani, que pode ativar a
producdo dessa citocina, causando um impacto negativo sobre a atividade de
macrofagos, através da redugdo da producdo de 6xido nitrico (GANTT et al., 2003;
SOMANNA; MUNDODI; GEDAMU, 2002).

Na LV sabe-se que a nfo ativagdo de macrofagos é um evento crucial no
estabelecimento e evolug¢do da doenga (CARVALHO et al., 1989). Um dos fatores
importantes que impede a ativacdo dessas células ¢ a diminui¢do da produgéo de I1.-12
por células NK. A liberagao de IL.-12 direciona a ativagdo de células T para o perfil de
resposta do Tipo 1 (MANETTT et al., 1993). Assim, as células T ativadas produzem
IFN-y, ativam macrdéfagos e, consequentemente, mecanismos de morte dos parasitos
intracelulares, como espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO), além de
inibir outras células a produzirem citocinas moduladoras, como IL-4 e IL-10
(MANETTI et al., 1993; MURRAY; HARIPRASHAD, 1995). BACELLAR et al.
(1996) ao adicionar IL-12 a culturas de células T de individuos portadores de LV
observaram a produgdo de altos niveis de IFN-y e um aumento na capacidade citotoxica
de células NK. Por outro lado, na auséncia de IL-12, o perfil do Tipo 2 € predominante,
com producdo de altos niveis de IL-10, suprimindo mecanismos pro-inflamatorios
importantes na resolucio da infec¢io (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

Fazendo-se um apanhado geral dos eventos imunologicos que permeiam a LV
classica, podemos destacar algumas subpopulagdes celulares que sdo fontes de citocinas
capazes de dirigir a resposta imune, favorecendo o estabelecimento da infec¢do (Figura
2). Durante o estabelecimento da LV, uma subpopulacdo de células dendriticas
reguladoras do bago pode produzir IL-10, o que estimula a expansdo de células T
reguladoras também produtoras de IL-10 (Trl), inibindo mecanismos antimicrobianos
em macréfagos e em outros fagdécitos (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). A citocina
IL-27 produzida pelas células dendriticas reguladoras e pelos macrofagos, em conjunto
com a [L-21 produzida por células T, podem induzir a diferenciagdo de células Thl em
células T reguladoras do tipo I (Trl), além de inibir o desenvolvimento de células Th17
que estdo relacionadas com um perfil de resisténcia (PITTA et al., 2009). A IL-10
produzida pelas células Trl tem também a capacidade de bloquear a apresentacdo de

antigenos, contribuir para a disfuncdo de células T, além de diminuir a produgdo de
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IFN-y por células T CD4". Além disso, existem relatos de que a IL-10 também pode ser
produzida por células T reguladoras (Treg) na medula dssea de portadores de LV (RAI
et al., 2012). Apesar das citocinas desempenharem um papel importante no curso da
LV, ainda existem outros fatores relevantes que contribuem para a manutengdo da
infeccdo. ABEBE et al. (2013) detectaram altos niveis de arginase, uma enzima
relacionada com imunossupressdo, em portadores de LV e sua principal fonte foram os
neutréfilos. Outro imunossupressor enddégeno associado a LV ¢ a adenosina, gerada a
partir da hidrolise de Adenosina Trifosfato (ATP) por enzimas especificas. Este
marcador também apresenta-se elevado em individuos com LV ativa e contribui para a

evolucdo da doenca (PALETTA-SILVA; MEYER-FERNANDES, 2012).

Figura 2: Principais eventos imunolodgicos relacionados a LV cléssica. Durante a
infeccdo por L. donovani uma subpopulagdo de células dendriticas reguladoras no bago
podem produzir IL-10 que promove a expansdo de células T reguladoras produtoras de
IL-10 (Tr1), inibindo mecanismos microbicidas em macrofagos e em outros fagocitos
(incluindo supressdo da geragdo intermediarios de oxigénio e nitrogénio — ROI e RNI).
A citocina IL-27 produzida por células dendriticas reguladoras e macrofagos em
conjunto com a IL-21 derivada de células T, podem conduzir a diferenciagdo de células
Thl em células Trl, bem como inibir o desenvolvimento de células Th17. Ja a IL-10

produzida pelas células Trl pode suprimir a apresenta¢do de antigenos, contribuindo
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para a disfuncdo das células T e diminui¢do da expressdo de IFN-y. Adaptado de

FALEIRO et al. (2014).

A resposta imune humoral e o papel dos linfocitos B na LV humana t€m sido
pouco estudados. Sabe-se que a L'V classica € caracterizada por uma ativagdo policlonal
de linfécitos B, seguida de producdo exacerbada de imunoglobulinas, levando ao quadro
de hipergamaglobulinemia e inducdio de formagdo de imunocomplexos (GALVAO-
CASTRO et al., 1984). Apesar dos altos titulos de anticorpos serem muito importantes
no diagndstico da doenga, seu papel na patogénese da LV ainda ndo é muito claro. A
alta produ¢do de anticorpos pode contribuir para a formac¢do de imunocomplexos,
através da ligacdo destes a receptores Fc em macréfagos, levando a producdo de 1L-10,

contribuindo para a manuten¢do da doenga (BUXBAUM; SCOTT, 2005).

3.5 As leishmanioses e a imunossupressao

A imunossupressdo consiste na diminui¢do da resposta imune do individuo e
pode ser patoldégica ou medicamentosa. Na maioria dos casos, a imunossupressio
causada pelo uso de medicamentos ocorre apods a realizagdo de transplantes. Isso se da
pelo fato de que a diminuig¢do da resposta imunoldgica diminui as chances de rejei¢do
do enxerto. Nas ultimas décadas, os estudos de transplantes associados com doengas
infecciosas estdo recebendo maior atengdo. A populagdo de hospedeiros
imunocomprometidos também estd aumentando, assim como o numero de transplantes
realizados anualmente (KOTTON, 2007). Embora a imunossupressdo constitua um
procedimento obrigatorio apos transplantes de orgdos e seja um elemento presente
também em varias terapias contra cancer ¢ doencas autoimunes, a sua utilizacdo esta
associada a uma série de efeitos colaterais indesejaveis como, por exemplo, o risco
aumentado de ocorréncia de infec¢des (FISHER; WOODLE; THISTLETHWAITE,
2002; KRENSKY, 2001).

As leishmanioses sdo um complexo de doengas tipicamente de hospedeiros
imunocompetentes (KOMITOPOULOU et al., 2014). Entretanto, o numero de casos da
doenga associados & imunossupressdo tem aumentado nos ultimos 20 anos (PITTALIS
et al., 2006). Nas ultimas décadas, tem sido relatado o aparecimento de casos de
reagudizagdo de doengas infecto-parasitarias, como a LV e LT em pacientes
transplantados tratados com imunossupressores (GONTIJO et al., 2002; KOTTON,

2007). A LV ¢é especialmente identificada como infe¢do oportunista em pacientes
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portadores do virus HIV e pacientes que receberam transplante de érgdos solidos ou
medula 6ssea (ALVAR et al., 1997; DE GOUVEA VIANA et al., 2008; FERNANDEZ-
GUERRERO et al., 1987). A auséncia de parasitos circulantes na corrente sanguinea
nesses pacientes antes do estado de imunossupressdo leva a crer que tais protozodrios
tém utilizado sitios de privilégio imunolédgico para sua manutenc¢éo e multiplicagdo, sem
que haja manifestacdo da doenca nas condig¢des imunoldgicas normais (COTTERELL;
ENGWERDA; KAYE, 2000). Dessa forma, o grupo de pacientes assintomaticos
constitui uma preocupagdo crescente dos servigos de saude envolvidos com pacientes
imunocomprometidos, sobretudo em area endémica para LV, uma vez, que a qualquer
momento, pode haver o escape do parasito do controle imunoldgico, sua rapida
multiplicagdo e o estabelecimento da forma sintomatica de dificil tratamento e alta taxa
de mortalidade (JOS et al., 2004).

A infeccdo por Leishmania spp. em imunossuprimidos pode ocorrer de trés
formas principais: Na primeira delas a infeccdo ¢ adquirida apds a imunossupressdo,
com rapido desenvolvimento das manifestacdes clinicas. Essa situa¢do geralmente
acontece em pacientes residentes em locais onde ndo ocorre a doenga, que viajam para
areas endémicas (ANTINORI et al., 2008). Um segundo mecanismo alternativo ¢ a
reativagdo de uma infecdo preexistente, latente, induzida pelo uso de drogas
imunossupressoras. Esse mecanismo tem sido demonstrado em pacientes submetidos a
transplante de figado e células-tronco hematopoéticas e moradores de area endémica
para doenca (BASSET et al.,, 2005). A terceira possibilidade seria a aquisi¢do
iatrogénica da infec¢do por Leishmania spp., diretamente pelo 6rgdo transplantado. Essa
forma de aquisicdo foi observada em um caso de LV fatal na Macedonia, apds
transplante renal com 6rgdo de doador indiano (FERNANDEZ-GUERRERO et al.,
1987).

Em hospedeiros imunocomprometidos, as leishmanioses se manifestam de forma
grave, com formas ndo usuais e testes diagnésticos persistentemente negativos
(BASSET et al., 2005). Tais infec¢des s@o caracterizadas pelo ntimero elevado de
parasitos, alteracdes hematopoéticas e por desencadear manifestacdes atipicas destas
doengas, dificultando o diagndstico clinico. Estudos recentes, em modelo murino,
demonstraram a capacidade de Leishmania donovani de infectar e se multiplicar em
macrofagos de linhagens estromais (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000).
Segundo COTERREL et al (2012), na infec¢do experimental de camundongos com L.

donovani, ha persisténcia de parasitos no baco e na medula 6ssea, e sua expansdo nesses
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locais estd associada ao aumento da atividade hematopoética. Tal fato pode estar
relacionado a altera¢des na funcdo das células estromais, que controlam a hematopoese,
através da produgdo de quimiocinas, como CXCL12 e CCLS8, moléculas de adesdo e
fatores de crescimento (NGUYEN HOANG et al., 2010). A forma visceral ¢ a
apresentacdo clinica mais comum e ocorre em 86% dos pacientes infectados em terapia
imunossupressora pos-transplante (MORONI; BOSSI, 1995). Em alguns casos, a forma
visceral pode ocorrer concomitantemente com a forma cutanea, havendo também relatos
de manifestagdes oculares (GONTIJO et al., 2002).

O diagnostico das leishmanioses em individuos imunossuprimidos geralmente é
feito através de aspirado de medula dssea, seguido de exame microscopico direto.
Nagqueles diagndsticos considerados mais complicados utiliza-se a PCR, em busca do
DNA do parasito em fragmentos de tecido como bago, figado ¢ medula 6ssea e em

sangue periférico (ANTINORI et al., 2008).

3.6 Hematopoese

A hematopoese ¢ um sistema altamente organizado responsavel pela producéo
das células sanguineas. O controle da proliferagdo, diferenciacdo e maturagdo destas
células ¢ feito através de uma complexa interacdo molecular das células com o
microambiente da medula o6ssea. Devido as células sanguineas maduras terem
predominantemente duragdo curta, as células-tronco sdo necessdrias para reabastecer
progenitores de linhagens multiplas e progenitores acometidos com linhagens
hematopoéticas individuais.

Células-tronco hematopoéticas sdo células residentes, raras na medula dssea em
mamiferos adultos, sendo produtoras de precursores sanguineos destinados a
diferenciagdo de linhagem tunica e da produgdo de células sanguineas maduras,
incluindo células sanguineas vermelhas, megacaridcitos, células mieloides
(mondcitos/macrofagos e neutrdfilos) e linfocitos (KONDO et al., 2003; WEISSMAN,
2000) (Figura 3).
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Figura 3: Desenho esquematico das células do sangue e seus precursores na
hematopoese. O processo de diferenciagdio comeg¢a a partir da célula-tronco
hematopoética, que da origem as células progenitoras linfoides e mieloides. Estas
células dardo origem respectivamente a células da linhagem linfoide (Linfocitos, células
NK e células dendriticas), e a wunidades formadoras de colonia (UFC)
granulocitica/macrofagica (GM), eritrocitica (E), megacariocitica (Mk), granulocitica
(G) e macrofagica (M). As UFC por sua vez, dardo origem as diferentes linhagens
celulares do sangue, os eosinofilos, neutrofilos, basofilos, mondcitos/macrofagos,

eritrocitos e megacariocitos/plaquetas.

A regulagdo da atividade hematopoética resulta de diversas intera¢des entre
células e a matriz extracelular e também de interagdes célula/célula, com uma variedade
de populacdes de células do estroma, células-tronco hematopoéticas e células
progenitoras (CLARK; KAMEN, 1987; CROCKER; GORDON, 1985). Assim como
todas as outras células-tronco, as células-tronco hematopoéticas sdo capazes de auto-
renovagdo, de modo que a composi¢do celular da medula permanega constante em

condi¢des normais de saude (KONDO et al., 2003).
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As células precursoras sdo capazes de responder a fatores de crescimento
hematopoético com aumento de produgdo seletiva de uma ou outra linhagem celular de
acordo com suas necessidades. Os fatores de crescimento hematopoéticos regulam a
proliferagdo e a diferenciag@o das células progenitoras hematopoéticas e a fungdo das
células sanguineas maduras. Tais fatores podem causar nio s6 proliferacdo celular, mas
também estimular diferenciagdo, maturag¢do, prevenir apoptose e afetar as funcgdes de
células maduras (KAUSHANSKY, 2006). Dentre estes fatores, podemos citar os fatores
estimuladores de colonias granulocitico-macrotagicas (GM-CSF), eritropoetina e
trombopoetina.

A acdo dos fatores de crescimento ocorre em sinergia com algumas citocinas. A
formagdo de granuldcitos e monocitos, por exemplo, pode ser estimulada por infec¢io
ou inflamagdo por meio da liberacdo de IL-1p e fator de necrose tumoral (TNF-a), os
quais, por sua vez, estimulam células do estroma a produgao de fatores de crescimento
em uma rede interativa (BROXMEYER:; WILLIAMS, 1988; LARDON et al., 1997).
Dessa forma, ¢ importante destacar que o microambiente de citocinas ¢ essencial na
diferenciagdo celular e na manuten¢do do mecanismo de auto-regulagéo.

Apesar de escassos na literatura, alguns trabalhos relatam que a hematopoese
pode ser extremamente influenciada por infec¢des causadas por microrganismos
intracelulares, como por exemplo, Leishmania spp. Cotterell et al (2000) demonstraram
a capacidade de macrdéfagos estromais de se infectar com L. donovani, induzindo a
liberagdo de grandes niveis de GM-CSF e TNF-a, o que gerou incapacidade do estroma
na regulacdo da hematopoese. Durante a infeccdo experimental de camundongos
BALB/c com L. donovani observou-se também uma rapida e transitéria mobilizacdo de
células progenitoras na circulacdo, acompanhada de niveis elevados de GM-CSF
(COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000). Em estudos com cées infectados por L.
chagasi também observou-se um aumento na mielopoiese, acompanhado de anemia e
reducdo na contagem de progenitores eritroides (NICOLATO et al., 2013; TROPIA DE
ABREU et al., 2011). Além disso, sabe-se que além de citocinas e fatores de
crescimento, as quimiocinas também contribuem na formagfo de um microambiente
capaz de desregular a hematopoese durante a infec¢do por Leishmania. Na LV
experimental, por exemplo, a produgdo aberrante de CCL8 por células estromais do
bago infectadas por L. donovani modifica a capacidade de recrutamento de células
progenitoras hematopoéticas e prejudica sua diferenciacdo em células dendriticas

reguladoras, favorecendo a manutengdo da infec¢do (NGUYEN HOANG et al., 2010).
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3.7 Sirtuinas — aspectos gerais e seu papel durante a infec¢io por L. infantum

Na relagdo parasito-hospedeiro sabe-se que o controle da homeostase celular tem
um papel crucial na sobrevivéncia ou morte das células do hospedeiro. Uma das
familias de proteinas que participam dos mecanismos associados com esse processo € a
familia das sirtuinas. As proteinas sirtuinas, também designadas por SIR2 (Silent
Information Regulator 2), pertencem a uma familia dependente da nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) com atividade de desacetilase e/ou ADP-ribosiltransferase
(BLANDER; GUARENTE, 2004) (Figura 4). A dependéncia de NAD coloca-as no
centro de diversos processos metabdlicos, sendo desta forma, o estado energético e a
disponibilidade de nutrientes da célula, moduladores da sua atividade (razdo
NAD+/NADH) (BAO; SACK, 2010).

A fungao bioldgica destas proteinas tem sido relacionada com a promocdo da
longevidade, regulacdo do processo de apoptose, reparagdo de danos no DNA,
participagdo em processos inflamatorios e modulagdo do metabolismo energético, sendo
consideradas como principal alvo terapéutico no combate a doengas proliferativas,
neurodegenerativas e metabdlicas (YAMAMOTO; SADOSHIMA, 2011). Nos
mamiferos, até o momento, encontram-se descritas sete sirtuinas (SIRT 1-7).

No contexto da infeccdo por Leishmania, as sirtuinas poderdo influenciar a
sobrevivéncia ou morte das células do hospedeiro. A manipulagdo da apoptose em
células apresentadoras de antigenos (APC), como macrofagos e células dendriticas, ¢
um dos mecanismos de evasdo da Leishmania spp. a resposta imunologica por parte do
hospedeiro (HARDER et al., 2006). Desta forma, o sucesso da infec¢do estd dependente
da capacidade da Leishmania em retardar a apoptose dos macrofagos e neutrdfilos
(KIMA, 2007).

A Leishmania spp. durante o processo de infeccdo confere aos macréfagos e
células dendriticas a capacidade de resistir a estimulos de apoptose, através da
modulag@o de diferentes vias intracelulares, como o NF-kB, mitogen-activated protein
kinases (MAPK) e PI3K/Akt, (NEVES et al., 2010). Essas vias encontram-se também
moduladas pelas sirtuinas. O controle da sobrevivéncia/morte das APC poderd ser
crucial durante os periodos iniciais de infec¢do, o que podera interferir no
desenvolvimento da resposta imune adaptativa contra o parasito, que ¢é altamente
dependente de imunidade celular e do ambiente de citocinas (DA-CRUZ et al., 1994;
PIRMEZ et al., 1993).
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Desacetilacdo
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Figura 4: Desenho esquematico das fun¢des de desacetilagdo e ADP-ribosilagdo das

sirtuinas. Na desacetilacdo, as sirtuinas clivam NAD+ e produzem nicotinamida
(NAM). J& na ADP-ribosilacdo o grupo acetil € transferido do substrato para a fracdo
ADP-ribose de NAD+ para gerar O-acetil-ADP ribose e o substrato desacetilado. A
NAM gerada ¢ um inibidor endégeno de sirtuinas e ¢ normalmente convertido em
nicotinamida mononucleotideo (NMN) pela enzima da via de salvamento de NAD,
nicotinamida fosforribosil-transferase (Nampt). Subsequentemente, a nicotinamida
mononucleotideo adeniltransferase (Nmnat) regenera NAD+ para uma nova reagio.

Adaptado de: NAKAGAWA; GUARENTE (2011).

3.7.1 Sirtuina 1 - SIRT1 — e a infecgao de células-tronco hematopoéticas por L.
infantum

A sirtuina 1 (SIRT1) é a mais estudada dentre as 7 descritas, e regula diversos
aspectos fisioldgicos do organismo como diferenciagcdo, sobrevivéncia e metabolismo
celular (ANASTASIOU; KREK, 2006). Em relagdo ao metabolismo celular, SIRT1
atua como desacetilase de histonas e regula a transcri¢do de H3-K9, H4-K16 e H1-K26,
além de proteinas ndo-histonas p53, FOXO0O1/3, PGC-1a, PPARy e NF-kB (MORRIS,
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2013). Além disso, SIRT1 também participa na regulacdo do metabolismo de glicose e
lipidios (GUARENTE, 2006). Ao direcionar essas proteinas, SIRT1 ¢ capaz de regular
grande numero de vias de sinalizagdo vitais, incluindo reparo de DNA, apoptose,
diferenciag@o de musculos e gordura, neurogénese, biogénese mitocondrial, homeostase
de glicose e insulina, secrecdo hormonal, estresse celular e ritmos circadiano (MORRIS,
2013).

Diversos estudos apontam um importante papel de SIRT 1 durante a
diferenciagdo celular, devido ao seu envolvimento na transcri¢do de reguladores do
desenvolvimento em células-tronco (CALVANESE et al., 2010; HAIGIS; SINCLAIR,
2010; LU et al., 2011). Estudos revelam que células-tronco embriondrias deficientes em
SIRT1 mostram sensibilidade elevada ao estresse oxidativo, acumulo de dano no DNA
e instabilidade genomica (OBERDOERFFER et al., 2008). Além disso, SIRT1 tem sido
relacionada a diferencia¢do comprometida de células-tronco embrionarias em células da
linhagem hematopoética (HAN et al., 2008).

Diferente das células ja diferenciadas, as células-tronco possuem alta capacidade
de auto-renovacdo e de prevencdo da diferenciagdo prematura. Estudos tém
demonstrado que SIRT 1 ¢ altamente expressa nas células-tronco embrionarias (CTE),
em nivel de mRNA e proteico, e essa expressdo ¢ diminuida durante a diferenciagdo
embrionaria (YU; DANG, 2016a). Nas CTE deficientes para SIRT1 a expressdo de
marcadores relacionados a células pluripotentes ¢ diminuida. sugerindo que SIRT1 ¢
responsavel pelo programa de diferenciagdo celular (CALVANESE et al., 2010; TANG
et al.,, 2014). Além disso, SIRT1 previne CTE da apoptose induzida por estresse
oxidativo, regulando a autofagia e a fun¢do mitocondrial (OU; LEE, 2014). Assim,
SIRT1 regula ndo apenas o programa de transcri¢do durante a diferenciag@o celular, mas
também controla a resposta da célula ao estresse intrinseco e extrinseco durante a
diferenciagdo (YU; DANG, 2016b).

Os niveis de expressdo de SIRT1 sdo regulados pelo estresse oxidativo, em
contrapartida, como mecanismo regulador, esta sirtuina pode suprimir as espécies
reativas de oxigénio e a inflamagdo (FORD; JIANG; MILNER, 2005; HOWITZ et al.,
2003; KOJIMA et al., 2008). Além disso, SIRT1 ¢ capaz de diminuir os efeitos do LPS
na morte celular e na produgdo de ROS, sugerindo que esta proteina tenha um papel
protetor na inflamacdo aguda (LIU et al., 2014). A inibi¢do da inflamagdo via SIRTI
ocorre através da regulacdo de NF-kB, um fator de transcri¢do que desempenha um

papel importante na resposta inflamatoria, induzindo a expressdo de citocinas como IL-
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6, IL-1B, e TNF-a (GHOSH; HAYDEN, 2008). NF-kB esta presente no citoplasma,
como parte de uma proteina membro do complexo IkB e em resposta a diversos
estimulos, como citocinas, danos no DNA, proteinas virais, NF-kB ¢ ativado e transloca
para o nudcleo, induzindo a expressdo de genes envolvidos na apoptose, adesdo celular e
inflamagdo (BAEUERLE; BALTIMORE, 1988; BALDWIN, 1996; KARIN et al.,
2002; NAKANISHI; TOI, 2005).

O estudo do papel de SIRT1 em condi¢des de estresse, como por exemplo,
durante uma infec¢do, é ainda pouco estudado. Sabe-se que a presenca de parasitos
intracelulares, como Leishmania sp. induz mecanismos de morte intracelular do
parasito, como formag¢do de ROS e NO, causando grande estresse celular. Em
contrapartida, como mecanismo de sobrevivéncia, o parasito é capaz de manipular vias
metabolicas da célula. A Proteina Kinase AMP ativada (AMPK) é um eixo central da
sinalizagdo celular envolvida na regulacdo da homeostase energética, sugerida como um
alvo potencial da manipulagdo por patogenos (BRUNTON et al., 2013). Na infecg¢do por
L. infantum, AMPK age em parceria com SIRTI1 na mudanca do perfil metabdlico da
célula, partindo de uma fase breve aerdbia glicolitica para o metabolismo mitocondrial,
e esta mudanca é essencial para a sobrevivéncia do parasito (MOREIRA et al., 2015).

Assim, uma vez que SIRTI possui um papel bem definido no processo de
diferenciagdo celular, além de participar ativamente na regulagdo da inflamacdo ¢ de
grande relevancia o estudo dessa proteina durante a infec¢do de células-tronco

hematopoéticas por L. infantum.

3.7.2 Sirtuina 6 — SIRT6 - e a infeccdo de células-tronco hematopoéticas por L.
infantum

A SIRT6 ¢é uma ADP-ribosiltransferase encontrada no nucleo celular.
Recentemente, foi demonstrado que além da sua atividade enzimatica principal, esta
sirtuina também ¢ capaz de remover o grupo acetil da cadeia pesada de acidos graxos,
regulando a secrecdo de TNF-o (JIANG et al., 2013). Dentre as principais fungdes,
podemos citar que SIRT6 participa diretamente do metabolismo celular, regulacdo da
transcrigdo, estabilidade do genoma, metabolismo e no processo de envelhecimento.

Alguns estudos demonstram que a auséncia de SIRT6 provoca a morte de
camundongos 4 semanas apds o nascimento, devido a um fendtipo prematuro de

envelhecimento, hipoglicemia, aumento da captacdo de glicose, hipertrofia e
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insuficiéncia cardiaca e instabilidade gendmica (MAO et al., 2012; SUNDARESAN et
al., 2012).

Assim como SIRT1, SIRT6 também participa no processo de diferencia¢do
celular. Durante o desenvolvimento, as células-tronco embrionarias diferenciam-se em
células das linhagens somdtica ectodérmica, endodérmica e mesodérmica. A
pluripoténcia das CTE ¢ mantida por reguladores transcricionais, como Oct4, Sox2 e
Nanog, suprimidos ao longo da diferenciagio. ETCHEGARAY et al. (2015)
descobriram recentemente que a desacetilagdo de histona dependente de SIRT6 ¢
essencial nesse processo de diferenciagdo, pois suprime a expressdo dos genes
relacionados a pluripoténcia, direcionando estas células para o comprometimento com
diferentes linhagens celulares.

Um estudo realizado por WANG et al. (2016), revelou que SIRT6 € importante
na preservacdo da capacidade de auto-renovagdo a longo prazo das células-tronco
hematopoéticas (CTH). Isso ocorre através da desacetilagdo de H3K56, em que SIRT6
suprime a transcricdo de genes via Wnt, um regulador chave na homeostase de CTH.
Além disso, a delegdo de SIRT6 em CTH levou a quiescéncia reduzida, um estado
critico para a manutencdo a longo prazo de pools de células-tronco (TASSELLI;
ZHENG; CHUA, 2017).

A participagdo de SIRT6 na regulacdo da expressdo de TNF-a, coloca esta
molécula também no contexto inflamatorio. Ja foi demonstrado que animais deficientes
para SIRT 6 tém a expressdo de TNF-a bastante reduzida, o mesmo ocorre in vitro, ao
tratar culturas de linhagens celulares com inibidores de SIRT6 (VAN GOOL et al.,
2009).

Dessa forma, em conjunto os dados obtidos no presente estudo, como a
avaliacdo do perfil fenotipico/funcional das células-tronco hematopoéticas infectadas
por Leishmania spp., o estudo da expressdo das sirtuinas nessas células e a
consequéncia dessa expressdo na regulagdo da apoptose de células parasitadas, sera de
grande importancia para o entendimento dos mecanismos de escape do parasito, do

estabelecimento e evolugdo da infecgdo em células-tronco.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a taxa de infec¢do in vitro de células-tronco humanas derivadas da
medula 6ssea por L. (L.) infantum e o impacto dessa infeccdo na hematopoese in vitro e

no perfil fenotipico-funcional das progénies.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar a capacidade de células-tronco indiferenciadas da medula dssea em
fagocitar L. (L.) infantum;

- Avaliar a taxa de fagocitose de subpopulagdes de leucdcitos (monodcitos e
granulocitos);

- Avaliar o perfil funcional de células-tronco hematopoéticas, apds internalizagdo de L.
(L.) infantum, através da analise da expressdo de citocinas;

- Avaliar o perfil fenotipico de células-tronco e de suas progénies, apds internalizagdo
de L. (L.) infantum, através da andlise da expressdo de marcadores de superticie celular;
- Avaliar o impacto da infecgdo de células-tronco hematopoéticas por L. (L.) infantum
na hematopoese in vitro;

- Avaliar o papel das sirtuinas 1 e 6 durante a hematopoese in vitro de células-tronco

infectadas ou ndo com L (L.) infantum.
3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao de Células-Tronco Hematopoéticas

Para a realizacdo do presente estudo, células-tronco hematopoéticas, destinadas a
descarte, foram cedidas pela Clinica Hematoldgica em Belo Horizonte, Minas Gerais.
Estas células foram coletadas e armazenadas pela Clinica Hematoldgica durante o
tratamento de pacientes portadores de doenga hematoldgica. As amostras de células-
tronco hematopoéticas criopreservadas tém uma validade de dois anos para transplante

e, embora mantenham uma viabilidade apropriada por um periodo mais prolongado,
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apos este prazo ndo podem mais ser empregadas em nenhum procedimento médico. A
coleta, armazenamento, utilizagdo e descarte das células-tronco sdo realizados pela
clinica Hematologica, de acordo com a Resolucdo - RDC n° 56, de 16 de dezembro de
2010. As coletas realizadas na Cinica Hematoldgica sdo feitas por leucoaférese,
procedimento no qual uma maquina ligada ao paciente separa uma fracdo de leucdcitos,
contendo as células-tronco, presentes na circulagdo, apos terem deixado o
compartimento medular do doador por estimulo da administra¢cdo prévia de G-CSF.
Neste procedimento, o sangue passa através de uma maquina especial que remove 0s
leucocitos e retorna o restante das células sanguineas e de plasma de volta para a
corrente sanguinea. Durante o procedimento, o paciente pode ficar deitado ou sentado.
Sdo necessarias duas linhas intravenosas, uma por onde o sangue ¢ retirado, e outro por
onde ¢ devolvido ao corpo. Algumas vezes, um Unico cateter € colocado no pescoco
para o procedimento, ao invés das duas linhas intravenosas (DE SANTIS et al., 2011;
GANZEL et al., 2012). Apos a coleta as células sdo criopreservadas em freezer -80°C,
utilizando uma solugdo comercial de hidroxietilamido 60% (HES), albumina 40% e
Dimetilsuféxido 10% (DMSQO), que garante alta viabilidade das células apds
descongelamento.

A utilizagdo das células-tronco foi condicionada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que consta nos anexos deste documento,
pelo participante do estudo ou responsavel. Foram avaliadas amostras de 18 doadores

caracterizados na tabela abaixo.

Tabela 1: Perfil dos doadores e caracteristicas das amostras de células-tronco

hematopocéticas
ID Sexo Idade Diagnostico % CD34 LGC/mm?

Vo1 M 55 MM 0.20 313,750
V02 M 51 MM 0.19 318,750
V03 F 52 MM 0.17 297,500
V04 M 46 MM 0.27 314,500
V05 M 40 MM 7.23 242,500
V06 F 45 MM 0.45 278,400
\ M 48 S 0.56 280,200
V08 F 42 S 0.22 256,300
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V09 M 55 MM 0.22 260,000
V10 F 50 LH 2.09 278,250
V11 F 66 MM 0.18 162,500
V12 F 73 MM 0.45 232,500
V13 M 61 MM 1.06 232,250
V14 M 55 MM 0.18 125,000
V15 M 52 LH 1.05 262,250
Vi1é6 M 42 S 0.12 296,250
V17 M 67 MM 0.14 300,000
V18 F 64 MM 0.77 298,750

V- Voluntario M- Masculino, F- Feminino, MM- Mieloma Multiplo, S - Saudavel, LH-
Linfoma de Hodgkin, LGC- Contagem Global de Leucdcitos

O percentual de células CD34" foi obtido pelos profissionais da clinica Hematolégica. A
contagem foi feita por citometria de fluxo de acordo com protocolo ISHAGE estabelecido

por Sutherland et al (1996).

4.2 Avaliacao da Viabilidade Celular

As células-tronco hematopoéticas obtidas foram avaliadas quanto a viabilidade
celular utilizando-se a colora¢do por azul de Tripan e o aparelho de contagem
automatizada de células - Countess™ (ThermoFisher Scientific). A viabilidade ideal

para utilizacdo das células deve ser maior ou igual a 85%.

4.3 Obtenc¢ao, marcacio e controle de qualidade dos parasitos

4.3.1 Obtencao das culturas de L. (L.) infantum

Para os ensaios de infec¢do in vitro de células-tronco hematopoéticas foi
utilizada a cepa referéncia MHOM/BR/74/PP75 (L. infantum) obtida do biorrepositorio
do Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) e cultivadas em meio
liquido Schneider’s Drosophila Medium suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB) e meio so6lido NNN (Novy, MacNeal, Nicolle). As culturas foram mantidas em

B.0.D. a 24°C, expandidas e utilizadas até a sétima passagem.
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4.3.2 Controle de qualidade das culturas de L. infantum

Com o objetivo de caracterizar € monitorar o perfil de expansdo das culturas de
L. infantum do biorrepositorio do GIPB, construimos uma curva de crescimento
partindo de 1x10° parasitos em 10 mL de meio Schneider’s suplementado com 20% de
SFB. Durante 9 dias os parasitos de duas culturas independentes foram contados no
mesmo horario, em microscopio dptico utilizando-se uma camara de Neubauer.

O surgimento das formas promastigotas metaciclicas, que se da pelo processo de
metaciclogénese do parasito dentro do vetor, foi descrito primeiramente para as
espécies L. major e L. mexicana por SACKS; PERKINS (1985). Neste processo, as
formas promastigotas sofrem uma série de mudancas na expressdo génica, na
morfologia e no lipofosfoglicano (LPG) presente na superficie do parasito (SARAIVA
et al., 1995). A metaciclogénese também ocorre durante o cultivo dos parasitos em
culturas axénicas in vitro, onde as formas promastigotas prociclicas da fase logaritmica
do crescimento transformam-se em formas metaciclicas, durante a fase estacionaria
(SILVA; SACKS, 1987). Para selecionar o dia para a utilizagdo dos parasitos de acordo
com o periodo de maior nimero de promastigotas metaciclicas, quantificamos alguns
genes relacionados ao processo de metaciclogénese (SHERP, Metal e Histona4) por
PCR quantitativa em tempo real (QPCR) como descrito por Santarém et al (2014). O
RNA total foi extraido de 1x10’ parasitos de duas culturas independentes nos dias 4, 5,
7 e 9 apo6s o inicio do cultivo, pelo método de extracdo em Trizol (Invitrogen),
conforme descrito pelo fabricante, e estocado a -80°C até o uso. O cDNA foi sintetizado
a partir de 1 pg de RNA total utilizando-se o kit NZY First-Strand cDNA Synthesis
(Nzytech). Para as rea¢des de qPCR, as amostras foram corridas em duplicata na
plataforma BioRad My iCycler iQ5 em um volume total de 20 pl. contendo iQ SYBR
Green Supermix (BioRad), cDNA e os primers em suas concentragdes determinadas,
conforme descrito na Quadro 2. O gene constitutivo do parasito, ¥rRNA435, foi utilizado

como normalizador.

Quadro 2: Genes relacionados a metaciclogénese de Leishmania sp

Gene

Seq. Primers

Concentracio

Referéncia

SHERP

FW: 5>CAATGCGCACAACAAGATCCAG 3°

250 nM

Moreira et al.,
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RV:5’TACGAGCCGCCGCTTATCTTGTC 3’ 2012

Meta 1 FW: 5> GGGCAGCGACGACCTGAT 3° 500 nM Cunha et al.’
RV: 5’>CGTCAACTTGCCGCCGTC 3° 2013

Histona H4 | FW: 5’ACACCGAGTATGCG 3’ 500 nM Moreira et al.,
RV: 5’ TAGCCGTAGAGGATG 3’ 2012

rRNA 45 | FW: 5>CCTACCATGCCGTGTCCTTCTA 3° 250 nM Ouakad et al.,
RV: 5’AACGACCCCTGCAGCAATAC 3’ 2007

As mudangas na expressdo génica foram analisadas usando o software iQ5
Optical system software v2.1 (Bio-Rad laboratories, Inc). Os resultados foram
normalizados usando o gene referéncia rRNA45 e a quantificacdo foi feita de forma

relativa ao dia 4 de cultivo dos parasitos utilizando-se a formula 27Aact

4.3.3 Marcagao de L. (L.) infantum com Alexa Fluor 647

Ao final do tempo estabelecido para o cultivo, os parasitos foram transferidos
para tubos conicos de polipropileno e lavados com PBS 1X suplementado com 10% de
SFB, contados em cAmara de Neubauer e ajustados para 1x10[Cparasitos/mL. Em
seguida, foi feita a marcagdo dos parasitos utilizando-se o fluorocromo Alexa Fluor 647
na concentragdo 3,2 ug/mL. Ap6s incubagdo por 30 minutos a 37°, a suspensdo foi
lavada duas vezes e ressuspendida em PBS 1X. Em nossos experimentos, nés
utilizamos parasitos vivos e fixados. Para a fixagdo, apds a segunda lavagem do
protocolo de fixagdo, os parasitos foram ressuspendidos com a solugéo FACS fix (10.0
g/l de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6.63 g/l de cloreto de sédio e 0.01%
de azida sodica -Sigma Chemical- pH 7.2) e armazenados a 4°C até o uso conforme
descrito por Vitelli-Avelar et a. (2007). Foi retirada uma aliquota para avaiagdo em
citdbmetro de fluxo, para assegurar a qualidade da marcagdo (Figura 5).
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1509

FSC Promastigotas AF 647

Figura 5: Esquema ilustrativo da selecdo e marcacdo de formas promastigotas vivas de
Leishmania (L.) infantum. A figura 2A representa o perfil de promastigotas de L. (L.)
infantum, selecionadas najanela “gate ” Promastigotas, em grafico de densidade do tipo
pseudocolor de tamanho (Forward scatter-FSC) versus granulosidade (Side scatter-
SSC). A figura 2B representa em grafico do tipo histograma a intensidade média de
fluorescéncia apresentada pelos parasitos apds a marcagido com Alexa Fluor 647 (AF
647).

4.4 Infeccao e cultivo de células-tronco hematopoéticas

4.4 1 Preparacao das células e culturas de curta duragao

Apbs atestar a viabilidade celular, as células-tronco hematopoéticas, foram
gustadas para 1x10” células de acordo com o percentua de céulas vidveis. A
suspensao-base de células foi preparada em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) suplementado com 0,5% do anticoagulante heparina sodica para evitar
agregacao plaquetaria. As células foram preparadas de acordo com cada condi¢Zo a ser
avaliada (Cultura controle contendo apenas meio de cultura-CT, Cultura na presenca de
L. infantum fixada-Leish-F e L. (L.) infantum viva-Leish-V e submetidas a cultura de
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curta duragdo como mostrado no desenho experimental (Figura 6). As culturas foram
incubadas por 2 horas, em estufade CO, a 37°C, sob agitacéo, para avaliagdo dataxade
infeccdo por L. infantum, imunofenotipagem, marcagdo intracelular e para a realizagéo

do ensaio de hematopoese in vitro.

& |

‘ L. infantum | ‘ Suspensdo base

CcT Leish-F Leish-V
Cél. + Cél. +
Cél + L.infantum fix L.infantum viva
RPMI +RPMI +RPMI
Avaliagdo da taxa Marcagdo Marcagdo Hematopoiese
de infec¢do de superficie intracelular In vitro

Figura 6: Desenho experimental da estratégia utilizada para realizacdo das culturas de
curta duracdo.

4.4.2 Avaliacéo da taxa de infecgio das células-tronco hematopoéticas por L. (L.)
infantum e marcacgao de superficie

Apbs a incubagao por 2 horas na presenca ou auséncia dos parasitos marcados,
as células foram incubadas com EDTA 20mM por 10 minutos a temperatura ambiente,
a0 abrigo daluz e, em seguida, foram lavadas com PBS 1X contendo 0,5% de albumina
bovina sérica e 0,1% de azida sddica (PBS-W). Apéds este procedimento, as células
foram marcadas com os anticorpos descritos na Quadro 3. As culturas foram incubadas
com os anticorpos por 30 minutos ao abrigo da luz, lavadas com PBS-W e os eritrocitos
foram lisados com solucdo de lise comercial (exceto o tubo contendo a marcagdo para
CD235a). Em seguida, as células foram ressuspendidas em solugdo fixadoraMax FACS
Fix solution (MFF -10 g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sddio, 6,67 g/L de
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cloreto de sodio, pH 7,2) e 50.000 eventos foram adquiridos em citémetro de fluxo

FACSCdibur™ (BD — Biosciences).

Quadro 3: Anticorpos utilizados na marcagéo de superficie para selecéo da popul agéo
de células-tronco hematopoéticas, suas respectivas diluigdes e fungoes.

Anticorpo Fluorocrom | Clone | Diluicio Fonte/Funcio
)
Todas as células
hematopoéticas/Tirosina
Anti-CD45 FITC 2D1 1:50 fosfatase, aumenta

sinalizagao pelo receptor de
antigenodecélulas T e B.
Precursores hematopoéticos,

Anti-CD34 PERCP | 8G12 1:50 | endotélio capilar/Ligante
para CD62L (L-selectina).

Células mieloides

Anti-CD33 FITC HIM3- 1:50 progen'itoras,.
monocitos/Ligacéo a
4 sialoconjugados.
Células
Anti-CD13 PE WM 15 1:50 mielomonociticas/Zinco
metal oproteinase.

Moléculade MHC de classe
Anti-HLA- Il expressa na superficie de

R FITC G46-6 | 1:50 | células humanas,

Céulas

miel omonociti cas/Receptor
Anti-CD14 PE M5E2 | 1:50 | Paracomplexode
lipopolissacarideo e proteina
ligadora de
lipopolissacarideo (LBP).
Plaquetas,
megacaridcitos/Integrina
Anti-CD41a FITC HIP8 1:50 allb, associa-se a CD61
paraformar GPlIb, liga-se a
fibrinogénio, fibronectina,
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fator de von Willebrand e
trombospondina.

Células eritroides/Principal
sialoglicoproteinaricaem
carboidratos da membrana
dos eritrocitos humanos que
apresentam os
Anti-CD235a PE GA-R2 1:2500 determinantes anti gém cos
para o grupo sanguineo MN
e Ss. Seguimento N-
terminal, glicosilado que se
localizafora da membrana
dos eritrocitos.
Precursoresdecélulas T e
B, células do estromada
Anti-CD10 FITC  |HI10a | 125 |medulacsseaZinco

metal oproteinase, marcador
paraleucemialinfética
aguda de células pré-B.
Células B/Forma complexo
com CD21 (CR2) e CD81
(TAPA-1); correceptor para
células B. O dominio
Anti-CD19 PE HIB19 1:25 citoplasmético liga-se as
tirosina quinases
citoplasméticas e as P3-
quinases.

Fonte: Imunobiologia de Janeway, 2010, 72 edi¢ao.

4.4.3 Avaliacido da expressao de citocinas intracelulares

Para escolha do melhor tempo de incubagdo das culturas de células-tronco na
presenca de L. infantum para avaliagdo das citocinas intracitoplasmaticas, foi realizado
um experimento de cinética da expressdo de citocinas. Neste experimento as células-
tronco foram incubadas em estufa de CO, a 37°C, na presenca de promastigotas vivas
de L. infantum marcadas com Alexa flior 647, nos tempos 6, 12 e 24 horas ap6s
estimulo. Estas culturas foram também estimuladas com PMA (12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetato) e ionomicina e acrescidas de Brefeldina-A (BFA) para inibir a
secrecao das citocinas sintetizadas para o meio extracelular. Apds a aquisicao dos dados

em citdmetro de fluxo FACSCalibur™ (BD — Biosciences), o tempo de 6 horas de
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interacao foi escolhido como ideal para essa avaliagdo, uma vez que nos tempos 12 e 24
horas o percentual de células produtoras de citocinas foi menor que 1%.

Assim, 2 horas ap6s a interagdo parasito/célula, as culturas foram acrescidas de
BFA e incubadas por mais 4 horas nas mesmas condi¢des. Ao fina da incubagdo, as
células foram lavadas com PBS-W, incubadas em EDTA 20mM e lavadas novamente.
Em seguida, foi feita a marcacdo de superficie com os anticorpos anti-CD45 e anti-
CD34 descritos na Tabela 3, nas mesmas condi¢des citadas no item 4.4.2. Os eritrocitos
foram lisados e as células foram permeabilizadas com PBS 1X contendo 0,5% de
abumina bovina sérica, 0,1% de azida sddica e saponina (PBS-P), e incubadas por 30
minutos ao abrigo da luz com os anticorpos anti-citocinas (Quadro 4). Apds incubacao,
as culturas foram novamente lavadas com PBS-P e PBS-W, respectivamente, e
ressuspendidas em solugdo fixadora MFF. Foram adquiridos 50.000 eventos por tubo
em citébmetro de fluxo FACSCalibur™ (BD — Biosciences).

Quadro 4: Anticorpos utilizados nas marcagdes de citocinas intracelulares e
suas respectivas diluicdes

Anticorpo Fluorocromo Clone Diluicao Funcoes/Fontes
Ativacao de células B,
mudanca para IgE, induz
diferenciagdo em células Tipo

Anti-IL-4 PE 8D4-8 1:20 2. Produzida principalmente

por células T e mastécitos.

Potente supressor das fungdes
dos macrofagos. Produzida

Anti-IL-10 PE JES3- 1:.25 principalmente por células T e
19F1 macréfagos.
Ativacao de macroéfagos,
150 aumento da expressdo de
Anti-IFN-y PE ' moléculas MHC e dos

componentes do
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processamento de antigenos,
B27 mudancga de classe de Ig,
supressao de resposta Tipo 2.
Produzido principalmente por
células T e células NK.

Inflamacdo local, ativagéo
endotelial. Produzido

_ MADb11 principal mente por
Anti-TNF-a PE 1:50
macréfagos, células NK e

célulasT.

Fonte: Imunobiologia de Janeway, 2010, 72 edi¢ao.

4.4.3 Ensaios de hematopoese in vitro, contagem das coldnias e imunofenotipagem

Parte restante da suspensdo de células, na presenca ou auséncia dos parasitos
marcados, apds 2 horas de interacdo parasito/célula foi designada para a avaliagdo do
impacto de L. (L.) infantum na hematopoese in vitro. Para isso 5x10° céulas foram
incorporadas a0 meio de cultura tridimensional, MethoCult H4034 (Metil celulose, soro
fetal bovino, abumina bovina sérica, 2-mercaptoetanol, fatores de crescimento
recombinantes e suplementos), especifico para hematopoese. As suspensdes celulares
foram transferidas para placa de seis pogos, com auxilio de uma seringa acoplada a
agulha de ponta romba. O espago entre os pocos foi preenchido com agua MiliQ estéril
e as placas armazenadas em um recipiente plastico para evitar a perda de umidade. As
culturas foram mantidas em estufa contendo 5% de CO,, a 37°C por 14 dias, tempo
necessario para diferenciacdo das células. Foram adquiridos 50.000 eventos por tubo em
citdbmetro de fluxo FACSCalibur™ (BD — Biosciences).

Apbs os 14 dias de cultivo, as coldnias leucocitoides (brancas) e eritroides
(vermelhas) foram contadas e fotografadas em microscépio invertido (Axio
Observer. A1 — Zeiss) (Figura 7). Apobs este procedimento, as colénias foram
recuperadas e durante a recuperaco as placas foram mantidas em gelo e 0 meio de
cultura MethoCult solubilizado em PBS-W com auxilio de uma pipeta Pasteur. As
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colbnias foram lavadas para completa remocgdo do meio de cultura e foram feitos todos
os procedimentos descritos no item 4.4.2 para marcagéo de superficie com os anticorpos
da Quadro 3.

Figura 7: Visuaizacdo de colbnias leucocitoides (brancas) e eritroides (vermelhas), ao
final de 14 dias de cultivo, em microscopio éptico invertido no aumento de 50x.

4.5 Estratégias de analise dos dados de citometria de fluxo

4.5.1 Anadlise da capacidade de céulas-tronco hematopoéticas em fagocitar formas

promastigotas de Leishmania (L.) infantum

Para andlises da populacdo celular de interesse e determinacdo da capacidade
fagocitica de células-tronco hematopoéticas utilizou-se o software FlowJo (Flow
Cytometry Analysis Software, versao 10.07).

A Figura 8 representa, de forma esquemdtica, a estratégia utilizada para andlise
dos resultados. Para selecionar a populagéo de interesse, foram construidos graficos de
densidade de fluorescéncia 1 (CD45-FITC) versus fluorescéncia 3 (CD34-PerCP). A
populacdo de células-tronco hematopoéticas foi selecionada através de uma janela -
“gate” com base na densidade de expressio dos marcadores CD45 e CD34,
caracteristica das células-tronco hematopoéticas indiferenciadas (alta expressio de
CD34 e expressdo intermediaria de CD45) (Figura 8A). Construindo-se graficos de

densidade de fluorescéncia 4 versus fluorescéncia 3 (CD34-PerCP) foi possivel avaliar a
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capacidade fagocitica das células-tronco, como pode ser observado nas figuras 8B e 8C,
na auséncia e na presenga de formas promastigotas de L. (L.) infantum marcadas com
AlexaFluor 647, respectivamente.
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Figura 8: Andise representativa da capacidade fagocitica de céulas-tronco
hematopoéticas derivadas da medula 6ssea. A figura 8A representa o perfil celular da
populacdo de céulas-tronco hematopoéticas, selecionada na janela “gate” em grafico
de densidade de fluorescéncia-1 (CD45-FITC) versus fluorescéncia 3 (CD34-PerCP). A
figura 8B representa o perfil de andlise da populagéo de células-tronco hematopoéticas
na auséncia de formas promastigotas de L. (L.) infantum em grafico de densidade de
fluorescéncia-4 (FL-4) versus fluorescéncia-3 (CD34-PerCP). A figura 8C representa o
perfil de andlise da populagéo de células-tronco hematopoéticas na presenca de formas
promastigotas de L. (L.) infantum marcadas com Alexa Fluor 647, indicando no
quadrante duplo positivo (Q2) o percentual de células-tronco que fagocitaram o
parasito-AF 647 em grafico de densidade de fluorescéncia-4 (LEISH-Alexa Fluor 647)

versus fluorescéncia-3 (CD34-PerCP).
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4.5.2. Andlise do fendtipo celular de células-tronco hematopoéticas derivadas da

medula ossea

A identificacdo da populagdo celular de interesse e a determinagdo do valor
percentual/intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos marcadores fenotipicos
avaliados foram realizadas utilizando-se o software FlowdJo (verséo 10.07).

Para a andlise de marcadores que ndo sdo expressos constitutivamente, a
populacdo de interesse foi selecionada construindo-se graficos de densidade de
fluorescéncia 1 ou 2 (FL1/FL2, marcador de superficie-FITC/PE) versus granulosidade
(SSC), como mostrado na Figura 9.

Para andlise da molécula de ativagdo HLA-DR foi utilizada a seguinte estratégia
exemplificada na Figura 10. Primeiramente, foi construido um gréafico de densidade de
fluorescéncia 1 (FL-1, CD14-PE) versus granulosidade (SSC), em seguida a populagéo
CD14" foi selecionada através de uma janelal“ gate”. O segundo passo, foi avaliar por
intensidade média de fluorescéncia (IMF) a expressdo de HLA-DR pela construcéo de
um histograma dentro do “gare” de c&ulas CD14", selecionando-se a populagdo de

interesse por um marcador especifico (Figura 10B).

CD13-PE

Figura 9: Andise representativa da expressdo de marcadores de superficie em
concentrado de leucoaférese. A figura representa a populagdo de células CD13"
selecionadas através de uma janela/ “gate ', em grafico de densidade de fluorescéncia-2
(FL2, CD13-PE) versus granulosidade (SSC).
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Figura 10: Andlise representativa da expressdo de HLA-DR na populagdo de células
CD14*. A figura 10A representa o perfil celular da populacdo de céulas CD14"
selecionadas na janela “gate ”, em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (CD14-PE)
versus granulosidade (SSC). A figura 10B representa, em grafico de histograma, a
intensidade média de fluorescéncia do marcador de ativacdo HLA-DR na populagéo de
célulasCD14".

4.5.3. Andlise da producao de citocinas intracitoplasmaticas pos-estimulagéo in vitro

por células-tronco hematopoéticas derivadas da medula dssea

A identificacdo da populagdo celular de interesse e a determinagcdo do valor
percentua de citocinas intracitoplasmaticas avaliadas foram realizadas utilizando-se o
software FlowJo (versdo 10.07). A Figura 11A representa a selegdo da populacdo de
células-tronco hematopoéticas em graficos de densidade de fluorescéncia 1 (CD45-
FITC) versus densidade de fluorescéncia 3 (CD34-PerCP). A populagdo de células-
tronco foi selecionada através de uma janela -“gate” com base na densidade de
expressdo dos marcadores CD45 e CD34 (Alta expressdo de CD34 e expressio
intermediaria de CD45). A Figura 11B ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a
deteccdo intracitoplasmatica da citocina TNF-a na populacéo de células-tronco, em
grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2, TNF-a-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3,
CD34-PerCP).
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Figura 11: Andlise representativa da produgdo de citocinas intracitoplasmaticas por
células-tronco hematopoéticas, avaliada por citometria de fluxo. A figura 11A
representa o perfil celular da populagéo de células-tronco, selecionada na janela “gate ”
como a populagio celular apresentando o fendtipo CD34"9"/CD45™Me™40 em grafico
de densidade de fluorescéncia-1 (CD45-FITC) versus fluorescéncia 3 (CD34-PerCP). A
figura 11B representa o perfil de andlise da populagdo de células-tronco positivas paraa
citocina TNF-a no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-
2 (TNF-0-PE) versus fluorescéncia-3 (CD34-PerCP), apds o estimulo com formas

promastigotas vivas de L. (L.) infantum.

454. Analise da producéo de citocinas intracitoplasmaticas por subpopulacdes de
células CD45" (linfécitos, mondcitos e granulcitos), apos estimulagdo in vitro, com

formas promastigotas vivas e fixadas de L. (L.) infantum

A identificacdo das subpopulagbes celulares de interesse e a determinagédo do
valor percentual de citocinas intracitoplasmaticas avaliadas foram realizadas utilizando-
se o software FlowJo (versao 10.07).

Através de gréfico de densidade de fluorescéncia 1 (‘CD45-FITC) versus
granulosidade (Side Scatter - SSC) foram selecionadas através de janelas/ “gates”

especificos as 3 subpopulagdes de interesse (linfocitos, mondcitos e granul 6citos) com
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base nas caracteristicas fenotipicas destas células e de acordo com trabalho previamente

publicado (SUTHERLAND et al., 2009). Para assegurar que as popul agdes fossem
corretamente selecionadas, foram construidos também graficos de tamanho (Forward

Scatter - FSC) versus granulosidade (SSC), fazendo-se uma sobreposicao sobre os
graficos CD45-FITC versus SSC (dados ndo mostrados). Como mostrado na Figura

12A\, as cores azul, verde e laranja representam as populagdes de linfécitos, mondcitos e

granul ocitos, respectivamente. Em seguida, conforme a necessidade, foram feitos
peguenos g ustes nas janelas/ “gates ” das subpopul acdes de interesse. A Figura 12B
ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a detecgdo intracitoplasmética da citocina
IFN-y na populacao de linfocitos, em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2,
IFN-y -PE) versus fluorescéncia-1 (FL1, CD45-FITC)
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Figura 12: Andlise representativa da producdo de citocinas intracitoplasmaticas por
subpopulagdes de células CD45". A figura 12A representa a estratégia de selecéo das
trés subpopulacdes de células CD45" (linfocitos - cor azul, mondcitos - cor verde e
granulocitos - cor laranja) selecionadas por janelas/“gates’ em grafico de distribuicéo
pontual de fluorescéncia-1 (CD45-FITC) versus granulosidade (SSC). A figura 12B
representa o perfil de andlise da populacdo de células-tronco positivas para a citocina

IFN-y no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (IFN-y-
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PE) versus fluorescéncia-1 (CD45-FITC), apds o estimulo com formas promastigotas

vivasde L. (L.) infantum.

4.6 Avaliacao da expressao Sirtuinas por PCR em tempo real quantitativo — qPCR

4.6.1 Extracado de RNA total e sintese de cDNA

Para avaliacdo da expressao das sirtuinas 1 e 6 primeiramente foi feita a extracéo
de RNA total da suspensao celular apos cultivo de 2h (T0), das coldnias de células apds
10 dias de hematopoese in vitro (T10) e ao fina da hematopoese (T14). As células
foram armazenadas em tampdo do kit RNeasy mini Kit (Qiagen) acrescido de -
mercaptoetanol, a -80°C até o momento da extracdo. O procedimento de extracdo foi
feito conforme recomendado pelo fabricante do kit. Ao fina da extragdo o RNA foi
dosado em Nanodrop e convertido em cDNA utilizando-se o kit NZY First-Strand
cDNA Synthesis (Nzytech). O cDNA obtido foi dosado e armazenado a -20°C até o

momento do uso.

4.6.2 Ensaios de gPCR

Para a realizagdo dos passos de amplificagcdo e quantificagdo, foram utilizados
iniciadores/primers das sirtuinas 1 e 6, desenhados pelo grupo de pesquisas da Dra.
Anabela Cordeiro (Quadro 4) e o sistema SYBRGreen®. O gene constitutivo
codificador da proteina a-tubulina humana foi escolhido como controle endégeno da
reacdo. Para o preparo do mix utilizado na reagdo de amplificacao foi utilizado 10uL de
SYBRGreen Master Mix — BioRad 1x, 0,5 uL de primer forward na concetragéo 0,2
pmol, 0,5 uL de primer reverse na concetragcéo 0,2 pmol, 4 uL H,O e 5 uL de cDNA
template. As amplificagdes foram feitas no equipamento BioRad iQ5 PCR System. As
condigdes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 59°C por 1 minuto. Ao final dos 40 ciclos foi feita a andlise da curva de dissociacdo
para cada iniciador, para esta etapa o método de corrida foi de 15 segundos a 95°C, 1
minuto a 60°C, 30 segundos a 95°C e 15 segundos a 60°C. Variagdes na expressdo
génica em relagdo ao gene referéncia e ao tempo 0 da cultura controle foram analisadas
utilizando a plataforma iQ5 Optical system sofiware v2.1 (BioRad) e calculadas pela

formula 2724t
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Quadro 5: Iniciadores utilizados nas reacdes de gPCR

Gene Sequéncia T anel. (°C)

SIRT 1 FW:TGCGGGAATCCAAAGGATAATTCAGTGTC 84

RV:CTTCATCTTTGTCATACTTCATGGCTCTATG 86

SIRT 6 FW: GTCGGGCATCCCTGCCTCAAAGC 76
RV: GGAACCCTGTCTGCCATCACGTCAG 80
BTUBULINA FW: TCA TCA CAG GCA AGGAAGATGCTG 58

RV: CTT GGA CTT CTT GCCATAATCAACTGAG | 58

4.6 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism (San
Diego, EUA., versdo 5.00). Para a andlise comparativa entre dois grupos foi
empregado o teste T de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney
para dados ndo paramétricos. Para a andlise comparativa entre trés grupos foi
empregado o teste de Andlise de Variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey,
para dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn
para dados ndo paramétricos. As diferencas estatisticamente significativas foram

consideradas quando o valor de p foi menor ou igual a0,05.
5 RESULTADOS

5.1 Controle de qualidade das culturas de L. infantum (PP75) para utilizagio nos

ensaios de infeccao

Diversas técnicas tém sido descritas para isolamento e expansio de culturas de
Leishmania sp. in vitro (NOGUEIRA; GALATI, 2006). As condi¢des de isolamento,
armazenamento e cultivo influenciam diretamente no perfil de expansdo do parasito.

Para otimizar os ensaios de infecgdo das células-tronco hematopoéticas por L. infantum,
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caracterizamos nossas culturas de acordo com o perfil de crescimento e a expressio de

genes rel acionados a metaciclogénese.

A curva de crescimento demonstrou que os parasitos encontram-se em fase
logaritmica de crescimento até o sé&timo dia, onde ha um pico do numero de parasitos
apds o inicio do cultivo. A partir do sétimo dia, inicia-se um declinio rgpido no nimero

de parasitos até o nono diada curva (Figura 13A).

A andlise da expressdo de genes relacionados a metaciclogénese demonstrou
uma diminui¢do drastica na expressdo de Histona H4 nos dias 7 e 9 de cultivo (Figura
9B). Ja a andlise da expressao de SHERP e Metal demonstrou um aumento na
expressao destes genes no sétimo dia de cultivo (Figura 13C e 13D respectivamente).
Uma vez que a expressdo de Histona H4 esta relacionada com divisdo celular e,
consegquentemente, com a proliferacdo de parasitos, ao final dafase logaritmica e inicio
da fase estacionaria espera-se que a expressao deste gene estegja diminuida (KUMAR et
al., 2012; MOREIRA et al., 2012). Ja SHERP, gene que codifica uma proteina presente
na face citosdlica do reticulo endoplasmatico da Leishmania, € considerado essencial no
processo de metaciclogénese por participar na etapa denominada auto-fagocitose
(BESTEIRO et a., 2006). O gene Metal € conhecido por ter sua sequéncia bastante
conservada entre as espécies de Leishmania do Velho e Novo mundo. O gene codifica
uma proteina de 112 aminoacidos que é expressa cerca de 20 vezes mais durante a
metaciclogénese (NOURBAKHSH; ULIANA; SMITH, 1996). Diante das
caracteristicas de expressao de cada um dos genes e dos resultados obtidos na curva de
crescimento e na andlise da expressao génica, selecionamos o sé&imo dia de cultivo para

realizacao dos ensaios de infecgcdo de células-tronco hematopoéticas.
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Figura 13: (A) Curva de crescimento de L. infantum (PP75) (B) Modificacdo da
expressdo génica de Histona H4 em relagcdo ao dia 4 de crescimento do parasito (C)
Modificagcao da expressdo génica de SHERP em relagdo ao dia 4 de crescimento do
parasito (D) Modificacdo da expressdo génica de Meta I em relagdo ao dia 4 de

crescimento do parasito.

5.2 Avaliacdo da capacidade de células-tronco hematopoéticas derivadas da

medula 6ssea de fagocitar formas promastigotas vivas de L. infantum

A internalizaco de parasitos, por um processo denominado fagocitose, envolve
uma diversidade de moléculas e ocorre apds adesao destes microrganismos na superficie
de células do sistema mononuclear fagocitario (AWASTHI; KUMAR; SAHA, 2004).
Apbs serem fagocitadas, as formas promastigotas de Leishmania spp. se transformam
em amastigotas, desencadeando uma série de eventos imunolégicos cruciais para o
estabelecimento e evolugdo da infecgdo. Dessa forma, o processo de fagocitose pode
engatilhar mecanismos de morte intracelular do parasito, porém, este processo pode
favorecer a sobrevivéncia e multiplicacgo do mesmo dentro da célula (CECILIO et al.,
2014; KIMA, 2007).

Dessa forma, o primeiro objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade
de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula éssea de fagocitar formas
promastigotas fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V) de L. infantum marcadas com Alexa
Flaor 647. Este pardmetro foi avaiado pelo percentual de céulas
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CD34""CcpgsMemiedidio (CTH) FL-4", uma vez que a dupla positividade para o
marcador Alexa Fluor 647 e para a populagédo de células avaliada indica que a
Leishmania foi fagocitada (Figura 14A). Além disso, avaliamos também a capacidade
de mondcitos e granuldcitos, fagocitos classicos, em internadizar as formas

promastigotas de L. infantum (Figura 14B e 14C).
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Figura 14: Avadiacdo da capacidade de células-tronco hematopoéticas (CTH) de
fagocitar formas promastigotas fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V) de L. infantum
marcadas com Alexa Fluor 647(A, B e C) e avaliagdo do indice fagocitico de
monaocitos/granul écitos € mondcitos/CTH (D). Os resultados estéo apresentados como
média e erro padréo do percentua de células-tronco hematopoéticas FL-4" (CTH-FL-4")
em graficos de barras. As diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
Leish-F e Leish-V em relacdo ao grupo sem estimulo (CT) estéo representadas pelas
barras conectoras com seus respectivos valores de p.

A avaiacao da capacidade de CTH de fagocitar promastigotas vivas e fixadas de
L. (L.) infantum demonstrou um maior percentua de c&ulas CTH-FL-4" nas culturas
estimuladas com promastigotas fixadas (Leish-F) e promastigotas vivas (Leish-V)
quando comparadas com a cultura de células-tronco sem estimulo (CT) (Figura 14A). A
mesma diferenca significativa foi observada quando avaliamos o percentual de

mondécitos e granul6citos que internalizaram formas promastigotas fixadas e vivas de L.
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(L.) infantum, porém em maior magnitude, comparadas as CPH. Tendo em vista o
expressivo percentua de monocitos-FL-4", nés calculamos um indice, a razdo entre os
percentuais de fagocitose de culturas estimuladas de monécitos/culturas estimuladas de
granulécitos e culturas estimuladas de CTH, para visualizar a propor¢do da taxa de
infecgdo nessas células. Com este célculo, observamos que cerca de 1,5 vezes mais
mondécitos fagocitaram L. infantum em relagdo aos granuldcitos e cerca de 2 vezes mais
mondocitos internalizaram promastigotas do que as CTH (Figura 14D).

Alguns trabalhos na literatura relatam a capacidade de céulas-tronco
hematopoéticas, células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo e células do
estroma, como macréfagos estromais de se infectar com Leishmania spp.
(ALLAHVERDIYEV et a., 2011; BIBAS; DEL NONNO, 2011; COTTERELL;
ENGWERDA; KAYE, 2000). Individuos imunocomprometidos, portadores de HIV ou
em uso de terapias imunossupressoras estdo sob alto risco de adquirir ou reativar
infeccbes, como a LV, com feigdes mais graves do que as usuais. Essas infecgbes sdo
caracterizadas por desordens hematopoéticas, numero elevado de parasitos e
manifestagdes clinicas incomuns (GONTIJO et al., 2002; KOTTON, 2007). O fato de L.
infantum ser capaz de infectar CTH, porém em menor proporcdo em relagdo a outros
fagocitos classicos, parece ser vantgoso para a manutengo da infecgdo assintomatica,
uma vez que a medula éssea é um dos sitios imunol ogicamente privilegiados do corpo
humano. Ja foi extensamente relatado que uma das formas que a Leishmania tem de
driblar o sistemaimune e permanecer viva na célula infectada é o blogqueio ou atraso de
diferentes vias de apoptose, como a via apoptética mitocondrial e morte ativada por
ATP extracelular (AKARID et al., 2004; KOLLI et al., 2008). Assim, o processo de
fagocitose e o0s mecanismos desencadeados pelo parasito que garantem sua
sobrevivéncia, através da sobrevivéncia da célula parasitada, sdo eventos de grande

importancia que poderdo favorecer a manutengdo da infecgzo.

5.3 Avaliacdo da expressio de citocinas intracelulares por células-tronco
hematopoéticas (CTH) e subpopula¢des celulares CD45" (linfécitos, monécitos e

granuldcitos) na auséncia ou presenca de formas promastigotas de L. infantum

Diante de uma infecgao por microrganismos intracelulares, como Leishmania

spp., as citocinas desempenham um papel importante no direcionamento da resposta



65

imune, através da criagdo de um microambiente capaz de contribuir para a evolugéo da
infeccdo ou para eliminagdo do patégeno. Além disso, nos momentos iniciais da
infeccdo, a producao e secregdo de citocinas e quimiocinas promovem o recrutamento e
ativacao de células do sistema imune para o foco inflamatério (BARATTA-MASINI et
al., 2007).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil funcional das
CTH derivadas da medula éssea e de subpopulacdes de células CD45" (linfocitos,
monécitos e granuldcitos), por meio da avaliagdo da produgcdo das citocinas
intracitoplasmaticas IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a na auséncia ou presenca de formas
promastigotas vivas ou fixadas de L. infantum (Figura 15).

A andlise do pefil de citocinas por céulastronco hematopoéticas (CTH)
demonstrou um aumento estatisticamente significativo no percentual de CTH IFN-y*
nas culturas estimuladas com promastigotas vivas (Leish-V) e fixadas (Leish-F) de L.
infantum, quando comparadas com a cultura de células sem estimulo (CT) (Figura
15A). Um aumento significativo foi observado também no percentual de CTH IL-10%,
comparando-se as culturas Leish-V com Leish-F, Leish-V e Leish-F com CT (Figura
15B). Quanto avaliamos o perfil de CTH IL-4", observamos um aumento no percentual
dessas células, comparando as culturas Leish-V e Leish-F com a cultura CT (Figura
15C). Por fim, a avaliagdo da produgéo de TNF-a" demonstrou um percentual elevado
de cdlulas CTH TNF-a" na cultura Leish-V quando comparadas com a cultura sem

estimulo e um aumento significativo na cultura Leish-F em relagéo a CT (Figura 15D).
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Figura 15: Andlise da expressdo das citocinas (A) IFN-y, (B) IL-10, (C) IL-4, e (D)
TNF-a por células-tronco hematopoéticas (CTH) na auséncia (CT) ou presenca de
promastigotas de L. infantum fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V). Os resultados estao
apresentados por média e erro padrdo do percentual de células CTH'Citocinas” em
graficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas entre o grupo Leish-V,
Leish-F e CT estéo representadas pelas barras conectoras com seus respectivos valores
dep.

Ao avaliarmos o perfil de produgdo das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y, IL-
10, IL-4, e TNF-a por subpopulacdes de células CD45", foi observado um aumento
estatisticamente significativo no percentual de linfocitos, monécitos e granulécitos IFN-
vy * na cultura estimulada com L. infantum viva (Leish-V), quando comparada com a
culturade células sem estimulo (CT) (Figura 16A). Ja a andlise do percentual de células
IL-10+, demonstrou um aumento significativo no percentua de linfécitos, monécitos e
granulocitos, quando comparamos as culturas Leish-V e Leish-F com as culturas CT
(Figura 16B). A andlise de linfocitos, mondcitos e granuldcitos |L-4+, demonstrou um
maior percentual dessas células apenas nas culturas estimuladas com promastigotas
vivas (Leish-V), quando comparadas com as culturas CT (Figura 16C). Curiosamente,
observamos novamente um grande percentual de células TNF-a+, inclusive linfécitos,
quando comparamos as culturas estimuladas com Leish-V em comparagcdo com as
culturas CT (Figura 16D).
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A resposta imune na LV jafoi classicamente caracterizada por uma modulagio
na resposta do Tipo 1, pré-inflamatéria, acompanhada de um aumento na producZo de
IL-4 e IL-10 (BACELLAR et d., 1996; ZWINGENBERGER et a., 1990). O aumento
no percentual de céulas produtoras de IL-4, observado neste estudo, principalmente
monaocitos, apos estimulo de promastigotas vivas de L. infantum, reforga o importante
papel das citocinas anti-inflamato6rias/modul adoras no estabel ecimento e manutencéo da
LV. Por outro lado, alguns estudos abordam o papel da citocina IL-4 agindo em sinergia
com IFN-y na ativagdo de mecanismos leishmanicidas, como a produgédo de NO
intracelular (VOULDOUKIS et a., 1994). BARATTA-MASINI et al. (2007) também
encontraram altos niveis de |L-4, acompanhado de niveis elevados de nitrito e nitrato
em individuos assintomaticos residentes em area endémica para leishmaniose

tegumentar, reforcando a participacao desta citocina em atuar no controle da infecgZo.
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Figura 16: Andlise da expressdo da citocinas (A) IFN-y, (B) IL-10, (C) IL-4 e (D) TNF-a por
subpopulagdes de células CD45" (linfécitos, mondcitos e granulécitos) na auséncia (CT) ou presenca
de promastigotas de L. infantum fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V). Os resultados estdo
apresentados por média e erro padréo do percentua de células CD45 citocinas™ em gréficos de
barras. As diferencas estatisticamente significativas entre o grupo Leish-V e CT das subpopulagbes
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de linfocitos, monédcitos e granulécitos estdo representadas por barras conectoras com seus
respectivos valores de p.

Nas leishmanioses, diversas células podem contribuir para producéo de IL-10,
incluindo células dendriticas, macréfagos e células T reguladoras (CD4"CD25 Foxp3*)
(CAMPANELLI et al., 2006, CARVALHO et a., 2012). No presente estudo, o
percentual de mondécitos, linfécitos e granulécitos que foram capazes de produzir 1L-10
em resposta a0 estimulo de Leish-V foi semelhante. Sabe-se que na LV a produgdo de
IL-10 é de extrema importancia no estabelecimento da infecgio, uma vez que esta
citocina é capaz de impedir a ativacdo de macréfagos, contribuindo assim para a
sobrevivéncia do parasito intracelular (PERUHY PE-MAGALHAES et a ., 2005).

O perfil de resisténcia a LV é caracterizado pelo padrao de resposta do Tipo 1,
que além de controlar o crescimento do patégeno, age no direcionamento da producéo
de citocinas pré-inflamatérias (CARVALHO et al., 1989; PERUHY PE-MAGALHAES
et a., 2005). Apesar da LV classica ser caracterizada por um perfil de resposta do Tipo
2, com niveis elevados de citocinas moduladoras, existem relatos de niveis elevados de
mMRNA de IFN-y encontrados no bago e medula éssea de pacientes durante a fase aguda
de infeccdo (NYLEN; SACKS, 2007). Até o momento, nossos achados demonstraram
que linfécitos, mondcitos e granulécitos sdo capazes de produzir IFN-y apds o estimulo
de promastigotas vivas de L. (L.) infantum.

Na avaliagdo do perfil de producdo da citocina TNF-a, foi observado um
aumento estatisticamente significativo no percentual de linfécitos, mondcitos e
granul écitos TNF-a™ na cultura estimulada com promastigotas vivas de L. (L.) infantum
(Leish-V), quando comparada com a cultura de células sem estimulo (CT) (Figura 16).

Além de ser uma citocina pré-inflamatéria potente, que atua de forma
importante em conjunto com o IFN-y na ativacdo de macréfagos, o TNF-a pode
contribuir para a formagdo de mondcitos e granul écitos, atuando nas células do estroma
juntamente com a IL-13, estimulando a producéo e secrecdo de fatores de crescimento
(Broxmeyer & Williams 1988; Lardon et a., 1997). No presente trabaho, observamos
um percentual bastante expressivo de células produtoras de TNF-a apds estimulo de
promastigotas vivas de L. (L.) infantum, principalmente mondcitos, que constituem a
sua principal fonte durante a hematopoese in vitro napresencade L. (L.) infantum e que
s20 células de extrema importancia na resposta anti-Leishmania, devido a sua
capacidade fagocitica.
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5.4 Analise do impacto da infec¢io por L. (L.) infantum no fenétipo celular de
células-tronco hematopoéticas derivadas da medula Ossea antes e apoés

hematopoese in vitro

5.4.1 Impacto da infecgao por L. (L.) infantum no perfil fenotipico das células-tronco

antes e apds hematopoese

A hematopoese € o processo pelo qual uma célulamae da origem a diferentes
linhagens celulares do sangue. A regulacdo desse processo resulta de diversas interacoes
entre células e a matriz extracelular e também de interacdes célula/célula, com uma
variedade de populacdes de células do estroma, células-tronco hematopoéticas e células
progenitoras (CLARK; KAMEN, 1987; CROCKER; GORDON, 1985).

Assim, um dos objetivos deste estudo foi caracterizar o perfil fenotipico celular
de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula 6ssea, na presenca ou auséncia
de promastigotas de L. infantum, apds duas horas de interacéo e apds hematopoese in
vitro. Foi avaliada a expressdo de diferentes marcadores de superficie relacionados a
diferentes linhagens celulares do sangue (Figura 17 a Figura 21):

CD45/CD34 — Céulas-tronco indiferenciadas;
CD13/CD33 — Linhagem granul ocitica;
CD14/HLA-DR - Linhagem monocitica;
CD41a— Linhagem plaquetaria;

CD235 — Linhagem eritrocitica;

[(l] CD10/CD19 — Linhagem linfocitica.

O antigeno comum de linfécito (CD45) € uma proteina tirosina fosfatase ligada a
receptores que € expressa em todos os leucocitos e que desempenha um papel crucial na
funcdo destas células. Nas células T, o dominio extracelular de CD45 é expresso em
varias isoformas diferentes, estas particularidades de expressdo dependem da
subpopulagdo celular e do seu estado de maturacdo e ativagdo. A andlise das
subpopulagdes de células CD45", linfocitos, mondcitos e granul dcitos demonstrou um
maior percentua de linfocitos no TO (2 horas de cultivo) nas culturas CT e Leish-V

guando comparadas com as mesmas culturas no T14 (pds-hematopoese in vitro). Ja os
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mondocitos tiveram seu percentual reduzido, quando comparamos a cultura controle com
a cultura Leish-V no TO. Ao contrario, os granulécitos tiveram seu percentual

aumentado quando comparamos a cultura Leish-V no TO com a cultura Leish-V no T14.
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Figura 17: Andlise do fenétipo celular de subpopul agdes de células CD45" estimuladas
com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) de L. (L.) infantum, nos
tempos TO (2 horas de interagdo parasito/célula) e T14 (pds-hematopoese in vitro). Os
resultados estdo apresentados em graficos de barras, com média e erro padréo do
percentual de células positivas para os marcadores de superficie em graficos de barras.
As diferengas estatisticamente significativas na expressdo dos marcadores das culturas
estimuladas ou ndo quando comparadas entre si estdo representados pela letra pelas

barras conectoras com os respectivos valores de p.

A molécula de superficie CD33 (gp67 ou siglec-3) € uma proteina
transmembranar glicosilada de 67 kDa que € um membro da familia de lectinas tipo
imunoglobulina de ligagdo ao acido sidlico (siglec) (CROCKER; MCMILLAN;
RICHARDS, 2012). CD33 é expresso em precursores granulociticos, como por
exemplo mieloblastos, em fase inicial de diferenciacdo (GORCZY CA et al., 2011). Ao
avaliar o percentual de células positivas para CD33 em culturas estimuladas ou n&o nos
tempos TO e T14, observamos um aumento estatisticamente significativo na expressao
deste marcador, comparando os grupos CT, Leish-F e Leish-V no T14 com os
respectivos correspondentes no TO (Figura 18A).

A molécula de superficie CD13 € uma proteina de 150 kD, com um dominio
citoplasmatico curto, uma regido transmembrana hidrofébica, e um dominio extracelular

grande contendo a sua regido de atividade enzimatica. Além disso, CD13 é expresso em
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células hematopoeéticas da linhagem mieloide, porém sua funcdo nestas células é ainda
incerta (WINNICKA et al., 2010). Avaliando o percentual de células CD13" em nosso
estudo, ndo observamos diferencas estatisticamente significativas na expressdo dessa

molécula (Figura 18B).
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Figura 18: Andlise da expressdo dos marcadores de superficie CD33 (A) e CD13 (B),
estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) de L.
infantum, nos tempos TO (2 horas de interacdo parasito/célula) e T14 (pés-hematopoese
in vitro). Os resultados estdo apresentados em graficos de barras, com média e erro
padréo do percentual de células positivas para os marcadores de superficie em graficos
de barras. As diferencas estatisticamente significativas na expressio dos marcadores das
culturas estimuladas ou ndo quando comparadas entre si estdo representados pelas
barras conectoras com os respectivos valores de p.

A diferenciacdo de céulas mielomonociticas, de células-tronco hematopoéticas
para mondcitos/macréfagos maduros é acompanhada por uma variedade de alteragtes,
incluindo a expressdo de novos antigenos de superficie celular. Uma destas moléculas,
CD14, uma glicoproteina de 55 kD, é expressa preferencialmente na superficie de
células maduras da linhagem monocitica. Com o objetivo de avaliar a expressdo de
marcadores de superficie relacionados a linhagem monocitica, n6s avaliamos a
expressdo de CD14 antes e apbs hematopoese in vitro, na presenga ou auséncia de L.
infantum. As andises dos resultados demonstraram um aumento significativo do
percentual de células CD14" nas culturas estimuladas com L. infantum viva no tempo
T14, quando comparamos com a cultura estimulada com L. infantum fixada no mesmo
tempo e quando comparamos com a cultura Leish-V no tempo TO (Figura 19A).

O HLA-DR (human leukocyte antigen) € um receptor de mondcitos e
macréfagos do complexo de histocompatibilidade tipo I (MHC I1). Sua expressdo esta
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relacionada a ativagao de monécitos/macrofagos, ou sga, a capacidade destas células de
produzir citocinas em resposta a algum estimulo. Dessa forma, avaliamos dentro da
populacdo de células CD14+, a expressio do marcador HLA-DR. As andises
demonstraram um aumento significativo desta molécula nas culturas Leish-V no tempo
TO, comparando-se com a cultura controle e com a cultura Leish-V no tempo T14, apés

hematopoese in vitro (Figura 19B).

50 2500
| p=0.0350 p=0.0002 |
, p=0.0076 | I 10 1
4 407 ' ' 2000
g 5=0.0238 %
© 307 g 19001
3 I
© 20- w 10004
D
-] - =
3 10+ 5004
1 T -
CT Leish-F Leish-V CT Leish-F Leish-V CT Leish-F Leish-V CT Leish-F Leish-V
T 14 TO T14

Figura 19: Andlise da expressdo dos marcadores de superficie CD14 (A) e HLA-DR
(B), estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) de L.
infantum, nos tempos TO (2 horas de interacdo parasito/célula) e T14 (pés-hematopoese
in vitro). Os resultados estdo apresentados em graficos de barras, com média e erro
padrao do percentual e da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de células positivas
para os marcadores de superficie em graficos de barras. As diferengas estatisticamente
significativas na expressdo dos marcadores das culturas estimuladas ou n&o quando
comparadas entre si estdo representados pelas barras conectoras com os respectivos
valores de p.

Além dos marcadores das linhagens monocitica e granulocitica, avaliamos
também possivels diferencas na expressdo de marcadores das linhagens plaquetaria e
eritrocitica. A molécula CD41a, também conhecida como Integrinaallb, € normalmente
expressa em plaquetas e megacariécitos. Em nossos resultados, nao observamos
diferencas estatisticamente significativas na comparacao entre as diferentes culturas nos
tempos avaliados (Figura 20A). Para avaliagcdo de células da linhagem eritroide,
avaliamos a expressio de CD235a, conhecida também como Glicoforina A, expressa

por precursores eritroides e eritrécitos maduros. As andlises demonstraram um aumento
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significativo deste marcador em todas as culturas, apds hematopoese in vitro em relacéo
as culturas correspondentes no tempo TO, além de um aumento nas culturas estimuladas

(Leish-V) comparando-se com a cultura controle no tempo T14 (Figura 20B).
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Figura 20: Andlise da expressdo dos marcadores de superficie CD41a (A) e CD235a
(B), estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) de L.
infantum, nos tempos TO (2 horas de interacdo parasito/célula) e T14 (pos-
hematopoese). Os resultados estdo apresentados em gréficos de barras, com média e
erro padrdo do percentual de células positivas para os marcadores de superficie em
graficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas na expressio dos
marcadores das culturas estimuladas ou ndo, quando comparadas entre si, estdo

representados pelas barras conectoras com os respectivos valores de p.

Por ultimo, avaliamos a expressdo de marcadores de superficie relacionados a
linhagem linfocitica antes e apds hematopoese, na presenga ou auséncia do estimulo de
L. infantum. A andlise da expressdo de CD19, ou antigeno de linfécitos B, demonstrou
um aumento significativo nas células positivas para este marcador, quando comparamos
as culturas Leish-V dos tempos T14 e TO. Observamos também um aumento de células
CD19" na cultura controle do T14 comparada a mesma culturano TO (Figura21A).

A avaliagdo da expressdo de CD10 demonstrou uma diminui¢éo no percentual
de células positivas para este marcador, comparando-se a cultura Leish-V com a cultura
controle no tempo T14 (Figura21B).
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Figura 21: Andlise da expressdo dos marcadores de superficie CD19 (A) e CD10 (B),
estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) de L.
infantum, nos tempos TO (2 horas de interacdo parasito/célula) e T14 (pés-hematopoese
in vitro). Os resultados estdo agpresentados em graficos de barras, com média e erro
padréo do percentual de células positivas para os marcadores de superficie em graficos
de barras. As diferencas estatisticamente significativas na expressio dos marcadores das
culturas estimuladas ou n& quando comparadas entre si estdo representados pelas

barras conectoras com os respectivos valores de p.

5.4.2 Avaliacao do impacto da infecgdo por L. (L.) infantum na hematopoese
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto da

infecgdo de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula dssea por L. infantum,
na hematopoese apds 14 dias de cultivo.

Apbs serem cultivadas por 14 dias nas condi¢gdes descritas no item 4.6, as
colénias foram classificadas, contadas e fotografadas em microscopio invertido
(AxioObserver. A1 — Zeiss) (Figura 22 eFigura23).
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Figura 22: Aspecto das col6nias formadas ao final de 14 dias de cultivo. Em A: pogo
da placa de cultivo na auséncia de L. infantum. Em B: pogo da placa na presenca de L.
infantum. Em C: colénia da linhagem leucocitoide em aumento de 125x. Em D:

col6nias eritroides em aumento de 125x.
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A contagem do numero total de colénias demonstrou um aumento significativo
nas culturas de células diferenciadas na presenca de L. infantum (Leish) quando
comparadas com a cultura controle (CT) (Figura 23A). Ja a contagem do numero de
colénias leucocitoides (brancas) e eritroides (vermelhas) demonstrou um numero
significativamente maior de coldnias da linhagem eritrocitica nas culturas estimuladas
com L. infantum, quando comparadas com o nimero de colénias brancas das culturas
estimuladas ou ndo e também quando comparadas com o numero de coldnias vermelhas

da cultura controle (Figura 23B).
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Figura 23: Contagem do numero total de colénias (A). Contagem das col6nias brancas
e vermelhas apds 14 dias de cultivo, na auséncia (CT) ou presenca de promastigotas
vivas de L. infantum (Leish). Os resultados estdo apresentados por média e erro padréo
do nimero de colénias em graficos de barras. As diferencas estatisticamente
significativas entre as culturas estimuladas (Leish) e as culturas sem estimulo (CT)

estao representadas pel as linhas conectoras e seus respectivos valores de p.

54 Avaliagdo da expressio génica de SIRT1 e SIRT6 nas células-tronco
hematopoéticas infectadas com L. (L.) infantum antes e apds hematopoese in vitro

Diante do papel que SIRTI! desempenha durante a diferenciacdo celular e
também sua participacdo em processos inflamatérios, um dos objetivos deste estudo foi

avaliar a expressdo génica dessa sirtuina durante a hematopoese de céulas-tronco
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infectadas por L. infantum. A andlise da quantificagdo relativa da expressao génica de
SIRTI foi maior nas culturas na presenca de L. infantum nos tempos 0, 10 e 14 em

relacdo a cultura controle no tempo 0 (Figura 24).

Mod. da Exp. em relagéo
ao CTTO
Y]
1

Leish CT Leish CT Leish

TO Ti0 Tia

Figura 24: Perfil de expressdo génica de SIRT 1 por células-tronco hematopoéticas
durante a hematopoese in vitro, nos tempos TO, T10 e T14 na presenc¢a ou auséncia de
formas promastigotas vivas de L. infantum (Leish). Os resultados estdo apresentados em
graficos de boxes, com mediana, valores minimo, maximo e intervalo interquartil da

expressdo do gene da SIRT 1 relativa ao TO da cultura controle.

Diante do papel que SIRT6 desempenha durante processos inflamatérios e seu
papel regulador da expressdo de TNF-a, um dos objetivos deste estudo foi avaliar a
expressao génica dessa sirtuina durante a hematopoese de células-tronco infectadas por
L. infantum. A andlise da quantificagdo relativa da expressdo génica de SIRT6 foi maior
na cultura na presenca de L. infantum no tempo O e na cultura controle no T14 em
relacdo a cultura controle no tempo 0 (Figura 25).



78

ao CTTO

Mod. da Exp. em relagao

Figura 25: Perfil de expressio génica de SIRT6 por células-tronco hematopoéticas
durante a hematopoese in vitro, nos tempos TO, T10 e T14 na presenc¢a ou auséncia de
formas promastigotas vivas de L. infantum (Leish). Os resultados estao apresentados em
graficos de boxes, com mediana, valores minimo, maximo e intervalo interquartil da

expressao do gene da SIRT6 relativaao TO da cultura controle.

6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de células-tronco
hematopoéticas de se infectar com L. infantum e o perfil fenotipico e funciona dessas
células pos-infeccdo. Para isso infectamos, in vitro, as células-tronco hematopoéticas
com formas promastigotas de L. infantum. Apos a interagdo parasito/célula, avaliamos
diversos par@metros p6s infeccdo, como por exemplo, a taxa de fagocitose, o perfil
fenotipico e a producdo de citocinas intracitoplasmaticas e expressdo génica de
sirtuinas. Além disso, avaliamos também as consequéncias dessa infecgdo no curso da
diferenciacdo celular e o impacto da presenca do parasito nas progénies obtidas pos
hematopoese in vitro.

A Leishmaniose Viscera em individuos imunocomprometidos € caracterizada
por manifestacdes clinicas atipicas, muitas vezes aberrantes, com auséncia de resultados
positivos em alguns testes clinicos importantes e rdpida evolugdo para ébito. Esse
cenario dificulta o diagnéstico rapido e preciso, que é crucial para que o paciente sga
tratado a tempo. A presenca de parasitos na medula 6ssea e alteragdes hematopoéticas
sd0 achados comuns na Leishmaniose apds imunossupressdo. Além disso, alguns
estudos, principalmente relatos de caso, encontraram Leishmania spp. eém locais. como
humor vitreo e bago. Estes achados mostram que estes parasitos procuram locais de
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privilégio imunol6gico para a sua manutencdo e multiplicagdo, um mecanismo de
defesa, para que o sistema imunol 6gico ndo sga capaz de elimina-los. Em nosso estudo,
avaliamos a capacidade de células-tronco hematopoéticas de se infectar com L. infantum
e o perfil fenotipico e funcional dessas céulas pds-infecgdo. Além disso, avaliamos
também as consequéncias dessa infeccdo no curso da hematopoese e o impacto da

presenca do parasito nas progénies celulares.

A Leishmania € um parasito intracelular obrigatério, ou sga, necessita ser
rapidamente fagocitado por células do hospedeiro para sua manutengéo e sobrevivéncia
(CUMMINGS; TULADHAR; SATOSKAR, 2010; SACKS; SHER, 2002). Estudos
gpontam que o parasito é preferencialmente fagocitado por céulas dendriticas e
mondcitos/macréfagos, porém os neutréfilos executam um papel crucial, impedindo que
0 parasito se depare agdes efetoras do sisterma imune nos momentos iniciais da infeccaéo
(JOHN; HUNTER, 2008; PETERS et al., 2008). O fato do parasito ser internalizado
pelas células do sistema imune pode ser encarado de duas maneiras 1) por ser
intracelular obrigatério, para sua sobrevivéncia o parasito precisa ser fagocitado; 2) a
fagocitose desencadeia diversos mecanismos efetores do sistema imune em resposta a
presenca do parasito dentro da célula. No entanto, esse processo de resolucéo nao é téo
simples e diversos fatores tém sido associados a evolugdo da infecgdo, como por
exemplo, os diversos mecanismos que a Leishmania tem para escapar do sistema imune
do hospedeiro (BELKAID; BUTCHER; SACKS, 1998; VON STEBUT, 2007), além da
presenca de mutagbes em individuos infectados, que podem afetar gravemente a
expressdo e fungdo de citocinas cruciais para um perfil pré-resolutivo da doenca
(CASTELLUCCI et a., 2006; RAMASAWMY et al., 2010).

No presente trabalho, avaliamos, por citometria de fluxo, ataxa de fagocitose de
CTH e observamos que cerca de 50% dessas células fagocitaram formas promastigotas
vivas e fixadas de L. infantum. Usando model os murino e linhagens celulares primarias,
trabalhos anteriores demonstraram a capacidade de L. donovani e L. infantum em
infectar macréfagos estromais da medula-éssea e células do bago, mas ndo células-
tronco hematopoéticas (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000; LECLERCQ et
a., 1996). Estes estudos sugerem que as células estromais serviriam de reservatorio,
mantendo o parasito abrigado durante a infecgdo. Além disso, ALLAHVERDIYEV et
al., (2011) sugerem que céulas-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo

poderiam servir como hospedeiras nainfeccdo latente por Leishmania.
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E sabido que a Leishmania pode sobreviver em diferentes érgdos e tecidos
durante décadas, mesmo apoés tratamento especifico. Assim, o fato de CTH serem
capazes de se infectar com L. infantum parece ser vantg0so para a manutencdo de uma
infecgdo assintomética, uma vez que a medula éssea é um dos sitios imunol ogicamente
privilegiados do corpo humano. Além disso, as CTH tendem a permanecer no
compartimento medular até sua completa diferenciacdo, fazendo com que as células
infectadas permanegam nesse ambiente protegido. De forma interessante, nossos
resultados também apontaram que apesar da capacidade fagocitica das CTH, monécitos
e granulocitos apresentam maior taxa de fagocitose. Calculando-se o indice do
percentual de células que fagocitaram L. infantum observamos cerca de 2 vezes mais
mondcitos e granulécitos que internalizaram o parasito em comparagcdo com as células-
tronco indiferenciadas. BOGDAN et a. (2000) ao avaliarem linfonodos de
camundongos em fase cronica de infecgdo por L. major observaram que fibroblastos
também poderiam ser células hospedeiras para o parasito, porém com resposta efetora
reduzida. Neste mesmo estudo, também foram achados macréfagos infectados capazes
de responder normalmente a presenca do parasito na célula. Estes dados sugerem
fortemente que os fibroblastos podem compor um ambiente menos hostil para L. major
do que os macréfagos e, assim, permitir a persisténcia dos parasitos. No entanto, a
sobrevivéncia do parasito e a replicacdo estariam sujeitas ao controle por macrofagos
vizinhos que seriam as células eficazes no controle da infecgdo dos fibroblastos e,
assim, gudariam a manter uma relagdo de equilibrio entre parasito e hospedeiro,

favorecendo a manutencgdo da infecgio sem maiores danos ao individuo infectado.

O fato da Leishmania ser capaz de se evadir do sistema imune € de extrema
importancia epidemiol 6gica. Diversos estudos relatam a reativagao de infecgdes latentes
ou assintomaticas apds transplante de érgéos (FISHMAN, 2011; KOMITOPOULOU et
a., 2014; KOTTON, 2007). Ap6s procedimento cirargico para recebimento do enxerto
€ obrigatério que o receptor faca uso de medicacio imunossupressora para evitar
episddios de rgeicdo. Com o sistema imune debilitado, o paciente fica predisposto a
adquirir novas infecgdes ou reativar infecgdes residuais ja existentes (ANTINORI et al.,
2008). Este assunto merece grande atencao principalmente em areas endémicas, onde a
prevaléncia de infecgdo assintomatica e o nimero de individuos que ja foram infectados

em algum momento davida é alto.
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Durante o processo de internalizagéo/reconhecimento antigénico do parasito, os
receptores do tipo Toll (TLR) ativam uma cascata de sinalizagdo, via molécula
adaptadora MyD88, os fatores de transcricdo NF-kB, ativador de proteina-1 (AP-1) e
fator regulador de interferon (IRF) que promovem a transcricdo e a sintese de varias
citocinas pré-inflamatérias (BEUTLER et al., 2006; SINGH; SRIVASTAVA; SINGH,
2012). No presente trabaho, avaliamos a producéo de citocinas pro-inflamatérias e
moduladoras pelas CTH, linfocitos, mondcitos e granul écitos, para compreender melhor
o perfil funcional das células infectadas por L. infantum. Em nossos resultados,
observamos que as CTH, gpesar de indiferenciadas e ndo comprometidas com nenhuma
linhagem celular especifica, foram capazes de produzir citocinas em resposta a presenca
do parasito vivo, principamente TNF-a. Em estudo realizado por Cotterell et al (2000),
foi observado que a infeccdo de macrégafos estromais da medula-Gssea de
camundongos esta relacionada com a produgdo dessa citocina, que teria papel
fundamental, juntamente com GM-CSF na desregulacdo hematopoética durante a
infecgdo por L. donovani. Estudos apontam que em alguns contextos, TNF-a participa
como fator de crescimento durante a hematopoese, estimulando a diferenciacdo de
células da linhagem mieloide (BROXMEYER; WILLIAMS, 1988; LARDON €t a.,
1997). Além disso, ja foi relatado que TNF-a, produzido por células T CD8" derivadas
de CTH da medula, aumenta a capacidade de regeneragdo, a proporgao de progenitores
multipotentes in vitro e previne a apoptose de CTH (REZZOUG et al., 2008). Este dado
contribui imensamente com a nossa hipétese, uma vez que a produgédo e liberagdo de
TNF-a favoreceria a manutencéo das CTH, que seria uma importante céula hospedeira
de L. infantum no contexto da infeccdo latente. E importante ressaltar que, em nossos
achados, parece que o fato do parasito estar vivo no momento de sua internalizacéo
favorece a producdo de citocinas. Isso poderia ocorrer pois a Leishmania € capaz de
secretar moléculas antigénicas encapsuladas em microvesiculas que poderiam servir de
estimulo para uma resposta celular mediada por citocinas (ATAYDE et al., 2016;
SANTAREM et al., 2007).

Avaliando-se o perfil de citocinas nas CTH, mondcitos e granul écitos, podemos
perceber que estas células parecem desempenhar papéis distintos diante da presenca do
parasito. No desenho esquemdtico (Figura 26), representamos a magnitude da
capacidade fagocitica e efetora (producdo de citocinas) das células avaliadas em nosso
estudo. Comparando as trés populagdes entre si. As CTH possuem menor capacidade
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fagocitica e maior produgdo de TNF-a. Ja os monécitos possuem ata capacidade
fagocitica e um perfil de citocinas mais pré-inflamatério em relagéo aos granulécitos.
Por outro lado, os granul écitos apresentam maior produgdo de citocinas moduladoras e
capacidade fagocitica moderada. Diante disso, podemos inferir que durante a infecgdo
latente os papéis distintos das trés populagdes seriam cruciais na construgdo de um

sistema capaz de controlar o crescimento do parasito sem eliminar ainfeccao.

CTH Mondcitos Granulocitos
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Figura 26: Desenho esquematico do resumo dos resultados obtidos na avaliacdo dataxa
de fagocitose e produgcdo de citocinas em células-tronco hematopoéticas (CTH),
monocitos e granul écitos derivados da medula 6ssea, apds estimulo de L. (L.) infantum.

O baango entre as citocinas moduladoras e pro-inflamatérias tem sido
identificado como uma chave no controle e cura da LV. E importante ressaltar que o
papel desempenhado por cada citocina depende do microambiente e do contexto
avaliado. Por muito tempo a IL-4, por exemplo, foi vista gpenas como uma citocina
anti-inflamatéria. Hoje, sabe-se através de diversos estudos que esta citocina participa,
por exemplo, na via de producdo de 6xido nitrico (NO), um potente leishmanicida
(MOSSALAY | et a., 1999; PAUL-EUGENE et al., 1995; VOULDOUKIS et al., 1995).
Interessantemente, apesar de matar parasitos intracelulares, o NO também apresenta um

papel duplo, pois esta envolvido na imunossupressdo e apoptose de células T
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(BRONTE; ZANOVELLO, 2005 RODRIGUEZ; OCHOA, 2008). Em nossos
resultados, nés ndo apenas observamos um alto percentual de CTH e subpopul agdes de
células CD45" produtoras de IL-4, mas também um baixo percentual de linfécitos apds
hematopoese in virro de células infectadas por L. infantum. Esses achados podem
representar um importante mecanismo de regulagio, uma vez que o mesmo NO que
promove atividade leishmanicida também pode diminuir a atividade de linfécitos T,

promovendo a manutencao da infecgao.

Schmid et al. (2014) associaram a modulacao de linfocitos T durante a infecgéo
por L. major com células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSC —
Mpyeloid-derived Supressor Cells). Essas células sdo derivadas de precursores mieloides,
mas ndo se diferenciam completamente, ndo sendo comprometidas com nenhuma
linhagem (YOUN et al., 2008). Este fenétipo ndo foi avaliado em nosso estudo, mas
poderia estar relacionado com alguns de nossos achados. As MDSC podem ser ativadas
e expandidas através do reconhecimento via TLR e citocinas como IFN- y and IL-4, que
ativam vias como STAT6, STAT1 and NF-kB. Estas células possuem capacidade de
fagocitar Leishmania, produzir ROS e NO e aumentar a secregéo de IL-10, importante
citocina moduladora no contexto da VL (SCHMID et al., 2014). Em nosso estudo,
observamos um aumento no percentual de CTH e subpopulagdes de células
CD45'1L10", especidmente granulécitos. A modulagdo da resposta imune anti-
Leishmania pelas MDSC poderia suportar a hipétese da manutencdo da infecgdo
assintomatica residual na medula-6ssea, com grande potencial de reativagdo em casos

de pacientes imunossuprimidos.

Alteracbes hematopoéticas sdo um dos principais achados nos estudos de
infeccao de células da medula 6ssea por Leishmania € também em estudos que
envolvem individuos imunossuprimidos portadores de LV. No presente trabalho,
observamos que a presenca de L. infantum altera a hematopoese in vitro € que ha um
nimero expressivo de colénias formadas apds 14 dias de cultivo de células-tronco
infectadas por promastigotas de L. (L.) infantum. Céulas-tronco hematopoéticas
permanecem geralmente em um estado quiescente ou latente, mas podem ser
estimuladas sob condicdes de estresse, como por exemplo, uma infeccdo. Nesse
contexto, elas sd0 capazes de se proliferarem e diferenciarem para reabastecer as
progénies, apos a morte celular ou apoptose (BALDRIDGE; KING; GOODELL, 2011).

Dessa forma, a presenca de células infectadas por Leishmania poderia servir como
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estimulo, aumentando assim a diferenciacéo celular. Cotterell et al. (2000) encontraram
niveis elevados de GM-CSF e mRNA da citocina TNF-a em culturas de céulas na
presenca de amastigotas de L. donovani na auséncia de estimulo prévio com fatores de
crescimento. O papel de TNF-a tem sido extensivamente investigado no contexto da LV
como um potente agente pro-inflamatério. Esta citocina pode participar na regulacéo da
hematopoese, porém seu papel nesse contexto ainda ndo € bem definido
(BROXMEYER & WILLIAMS, 1988; LARDON et a., 1997). Sabe-se que, em estudos
experimentais observou-se que TNF-a induzido pela infecgdo por L. donovani age em
sinergia com GM-CSF na formacdo de colénias granulocitico-macrofagicas, porém
TNF-a sozinho ndo possui qualquer efeito. Além disso, TNF-a produzido por linfocitos
T derivados da medula, aumentam a propor¢cdo de célulastronco multipotentes e
previne a apoptose das CTH (REZZOUG et d., 2008). Este achado, juntamente com os
dados obtidos neste estudo, corrobora com nossa hipétese, de que L. (L.) infantum
utiliza as CTH como um reservatoério para se evadir do sistema imune, mantendo assim
a infeccdo latente. Além disso, sugerimos que a expressdo aumentada de TNF-a
encontrada em nosso estudo, poderia estar também relacionada com as alteragbes

hematopoéticas.

Apbs a hematopoese in vitro, observamos um grande numero de colénias da
linhagem eritroide apds 14 dias, nas culturas de CTH infectadas por L. (L.) infantum,
além de um percentual aumentado de células CD235". Estudos experimentais relatam
um aumento na mielopoiese em culturas de CTH estimuladas com L. donovani
(COTTERELL at a., 2000). Nossos resultados corroboram com os achados de Lafuse et
a (2013), que também observaram uma frequéncia aumentada de unidades formadoras
de colénia eritrocitica (CFU-E), ap6s infeccdo experimental de L. donovani em hamster
dourado. E sabido que anemia & um dos principais achados clinicos durante a LV
(COSTA et a., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Assim, 0 aumento encontrado
no numero de colénias vermelhas apds infeccdo por L. (L.) infantum, parece um
resultado controverso. Porém, alguns estudos relatam que a anemia observada em
pacientes com LV ocorre por uma falha na diferenciacdo de precursores eritroides.
Alguns estudos revelam que analises de bidpsias de pacientes portadores de LV indicam
hiperplasia com presenca de eritroblastos anormais, incluindo eritroblastos em tamanho
maior que o normal, com lisossomos gigantes, nucleo contendo pouca cromatina
condensada, aém de eritroblastos multinucleares (KUMAR et al., 2007;
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WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987). Além disso, a expressdo
diminuida de genes que promovem a diferenciacdo eritroide (alpha-globina, beta-
globina e ALAS2) também tem sido relatada, indicando bloqueio na diferenciagéo de
eritrocitos (LAFUSE et al., 2013). Dessa forma, apesar de nimeros maiores de colnias
eritroides observadas nas culturas na presenca de L. (L.) infantum, uma falha na sua

diferenciacdo poderia culminar em quadros de anemia frequentemente observados na
LV.

Alteracbes hematopoéticas sdo um dos principais achados nos estudos de
infeccdo de células da medula éssea por Leishmania e também em estudos que
envolvem individuos imunossuprimidos portadores de LV. Na Parte | do presente
trabalho, observamos que a presencade L. (L.) infantum atera a hematopoese in vitro e
gue existe um numero expressivo de colbnias eritroides formadas ap6s 14 dias de
cultivo de céulas-tronco infectadas por promastigotas de L. (L.) infantum. Células-
tronco hematopoéticas permanecem geralmente em um estado quiescente, mas podem
ser estimuladas sob condigdes de estresse, como por exemplo, durante uma infecgéo.
Nesse contexto, elas sdo capazes de se proliferar e diferenciar para reabastecer as
progénies, apos a morte celular ou apoptose (BALDRIDGE et a., 2011). Dessaforma, a
presenca de células infectadas por Leishmania poderia servir como estimulo,
aumentando assim a diferenciacéo celular. De acordo com as fun¢des desempenhadas
pelas sirtuinas, como o controle da homeostase celular por melo da apoptose, estas
proteinas parecem ter um papel crucia na modulagcdo da sobrevivéncia ou morte de
células hospedeiras no contexto da infeccdo por Leishmania. Um dos mecanismos de
evasao do sistema imune € a manipulacdo da apoptose em APCs, como macréfagos e
células dendriticas, por Leishmania spp. (AKARID et al., 2004).

Cotterell et al. (2000) encontraram niveis elevados de GM-CSF e mRNA da
citocina TNF-a em culturas de células na presenca de amastigotas de L. donovani, na
auséncia de estimulo prévio com fatores de crescimento. O papel de TNF-a tem sido
extensivamente investigado no contexto da LV como um potente agente pré-
inflamatério. Esta citocina pode participar na regulacdo da hematopoese, porém seu
papel nesse contexto ainda ndo € bem definido (BROXMEYER & WILLIAMS, 1988;
LARDON et a., 1997). Sabe-se que, em estudos experimentais TNF-a induzido pela
infecgdo por L. donovani age em sinergia com GM-CSF na formagdo de colénias

granulocitico-macrofagicas, porém TNF-a sozinho ndo possui qualquer efeito. Além
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disso, TNF-a produzido por linfécitos T derivados da medula, aumenta a proporcéo de
células-tronco multipotentes e previne a apoptose das CTH (REZZOUG et al., 2008).
No presente estudo, o ato percentual de fagocitose observado nas CTH, juntamente
com a producdo de TNF-a por essas células corroboram com a hipétese de que a
Leishmania utiliza as CTH como reservatério para driblar o sistema imune, € a
producdo de TNF-a como consequéncia da infeccdo, atera o perfil de hematopoese e

previne a morte das células infectadas, favorecendo a manutencao da infecgao.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, o estudo do papel das sirtuinas 1 e
6 no contexto da infecgdo de células-tronco hematopoéticas por L. infantum € bastante
relevante, uma vez que observamos alteracdes no numero de col6nias obtidas ao final da
hematopoese in vitro € um dos nossos principais achados foi o alto percentual de
células-tronco produtoras de TNF-a pés-fagocitose. Durante a diferenciagéo celular,
SIRT1 possui uma participacdo clara na prevencdo da apoptose induzida por estresse
oxidativo (OU et al., 2014). Assim, SIRT 1 regula ndo apenas o programa de transcri¢éo
durante a diferenciacdo celular, mas também controla a resposta da célula ao estresse
intrinseco e extrinseco durante a diferenciacéo (Y U; DANG, 2016a). Em nosso estudo,
SIRT 1 parece desempenhar um importante papel nas células infectadas por L. infantum
durante a hematopoese in vitro. Observamos que as células infectadas tém maior
expressao do gene de SIRT 1, em relagcéo ao gene de expressdo constitutiva, B-tubulina,
durante a hematopoese, sugerindo que a presenca do parasito, modula a célulainfectada
favorecendo a sobrevivéncia da mesma e, consequentemente, o sucesso da infecgao.
Moreira et a (2015) demonstraram que a via de SIRT 1 esta alterada na presenca de L.
infantum, e esta alteracdo € crucial para a sobrevivéncia do parasito, uma vez que altera
o perfil bioenergético da célula. Em nosso trabalho, nés ndo avaliamos aspectos
metabdlicos, mas as ateracdes de expressdo observadas nas células infectadas sugerem
gue esse mecanismo possa estar ocorrendo.

Além de SIRT1, SIRT6 também tem um papel bem definido durante a
diferenciacao celular. Além disso a participagao de SIRT6 na regulacdo da expressao de
TNF-q, coloca esta molécula também no contexto inflamatério. Uma vez que a presenca
de Leishmania na célula induz a ativagdo de diversos mecanismos pré-inflamatérios,
como producdo de ROS, liberagdo de citocinas e outros mediadores inflamatérios, foi
de nosso interesse avaiar a expressao génica de SIRT6 no contexto da diferenciacéo

celular de células infectadas por L. infantum. De forma interessante, observamos que
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esta sirtuina esta bastante expressa no tempo 0 (T0), apds duas horas de interacdo com o
parasito, sugerindo que SIRT6 esteja participando na regulacéo positiva da expressao de
TNF-a nos momentos iniciais da infecgdo, diferente de SIRT1, que parece atuar em
todo o processo de hematopoese na presenca de L.infantum. Ja foi demonstrado que
animais deficientes para SIRT6 tem a expressdo de TNF-a bastante reduzida, 0 mesmo
ocorre in vitro, a0 tratar culturas de linhagens celulares com inibidores de SIRT6 (VAN
GOOL et a., 2009). Em nosso estudo, observamos um ato percentual de células
produtoras de TNF-a apds 6 horas de cultivo celular na presencade L. infantum somado
20 aumento na expressdo génica de SIRT6 no tempo 0, sugerindo fortemente a
regulacado dessa citocina por SIRT6 no contexto dainfecgdo por L. infantum, dado ainda
na&o reportado na literatura.

Diante disso, com os dados obtidos nessa parte do estudo, podemos sugerir que
ha participagdo das sirtuinas 1 e 6 no contexto da infeccdo de células-tronco
hematopoéticas por L.(L.) infantum, pois a expressdo génica das mesmas encontra-se
alterada a0 longo da diferenciagdo celular nas culturas infectadas por L. (L.) infantum.
Jafoi relatado que durante a sepse experimental induzida por LPS via TLR4 em células
THP-1, ha participacdo de SIRT1 e SIRT6 em conjunto na mudangca do perfil
biocenergético da célula, promovendo a restauracdo da homeostase (LIU et al., 2012).
Dessa forma, o presente estudo impulsiona a investigagdo mais profunda do papel
dessas sirtuinas no contexto da infegdo e do papel da Leishmania na modulagdo imuno-
metabdlica das células hospedeiras.

A avaliacio dainfecgio de CTH por Leishmania e as consequéncias da presenca
do parasito no contexto funcional da medula dssea sdo extremamente importantes nos
casos de LV em individuos imunocomprometidos. Além disso, avaliar estes aspectos
utilizando amostras de células-tronco humanas € uma oportunidade rara de compreender
melhor a dindmica da infecgdo por L. (L.) infantum, enquanto a vasta maioria dos
estudos utilizam apenas modelos murinos e linhagens celulares primarias. Diante de
nossos resultados, podemos demonstrar que células-tronco da medula 6ssea, ainda que
indiferenciadas, sdo capazes de fagocitar L. infantum e responder a infecgdo através da
producZo de citocinas. A citocina encontrada em maior percentual nas CTH foi TNF-q,
gue atuaria tanto em mecanismos efetores causando a morte do parasito, mas também
contribuiria para a infeccdo, prevenindo a apoptose das CTH e aumentando sua
proliferacdo. Observamos também que a alta expressdo de SIRT6 nos momentos
iniciais da infecgdo poderia estar relacionada com os niveis TNF-a encontrados.
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Destacamos também que, monécitos e granulécitos apresentaram ata capacidade
fagocitica, tornando-se importantes produtores de citocinas pro-inflamatérias e
moduladoras. Interessantemente, a presenca de L. (L.) infantum induziu um perfil
distinto de hematopoese in vitro, favorecendo a proliferacio de colbnias eritroides e
aterando o perfil fenotipico das progénies celulares. E importante ressaltar que SIRT1
parece estar relacionada com esse perfil distinto de diferenciacdo, uma vez que o gene
que codifica esta enzima estaria mais expresso durante a diferenciacdo das células
infectadas por L. (L.) infantum.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente estudo mostrou que as CTH
indiferenciadas, ou sga, aquelas que ainda ndo estdo comprometidas com nenhuma
linhagem celular especifica, sdo capazes de fagocitar formas promastigotas de L. (L.)
infantum. VVimos também que mondcitos e granul écitos fagocitam L. (L.) infantum em
menor propor¢cdo quando comparados com as CTH, reforgcando a importancia dessas
células no contexto da infecgdo de células da medula 6ssea. Além disso, observamos
que as CTH produzem citocinas pro-inflamatérias e moduladores, apds a internalizacéo
de L. (L.) infantum, principamente TNF-a. Interessantemente, vimos que o gene que
codifica a SIRT6 também encontrou-se mais expresso nos momentos iniciais da
infeccdo, indicando uma possivel relacdo com a ata producdo de TNF-a. Nés
observamos que leucdcitos derivados da medula-dssea, linfocitos, mondcitos e
granulocitos também produzem citocinas I1L-4, IL-10, IFN-y e TNF-a em resposta a
infeccdo por L. (L.) infantum. Além disso, foi possivel verificar que ainfeccéo de CTH
por L. (L.) infantum atera o perfil da hematopoese in vitro, aumentando o nimero de
colénias da linhagem eritroide e que esta alteracdo pode estar relacionada com a
expressdo aumentada de SIRTI nas células infectadas por L. (L.) infantum durante a
diferenciacao celular. Por fim, observamos que a infeccéo de CTH por L. (L.) infantum

atera o perfil fenotipico das progénies celulares, apds hematopoese in vitro.

Com o estudo realizado, concluimos que a infecgao por L. (L.) infantum foi
capaz de induzir alteragbes significativas diferenciadas na hematopoese e no perfil
funcional das progénies, interferindo no nimero de progénies derivadas da linhagem
eritroide. Concluimos ainda que, a infecgdo por L. (L.) infantum atera a expressdo de
citocinas e sirtuinas e essas moléculas parecem desempenhar um papel importante na
criagdo de um microambiente que, a0 mesmo tempo, favorece a hematopoese e a

manutencao da infecgdo.
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9 ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVREEESOLAREADO - TALE

"Avaliagao da taxa de infecgao in vitro de células-tronco humanas derivadas da
medula éssea por Leishmania infantum, Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi
e o0 impacto da infeccdo na hematopoese e no perfil fenotipico-funcional das

progénies”

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario na pesquisa que tem como
titulo: "Avaliagdo da taxa de infecgdo in vitro de células-tronco humanas derivadas da medula
6ssea por Leishmania infantum, Leishmania brazliensis e Trypanosoma cruz e o impacto da
infeccdo na hematopoese e no perfil fenotipico-funcional das progénies”. Este estudo
pretende utilizar uma amostra de seu sangue que ja foi coletada ha alguns anos atras e esta
guardada na Hematoldgica Clinica de Hematologia. Essa amostra do seu sangue, ndo podera
mais ser usada em procedimentos médicos, pois estd com o prazo de validade vencido, e por
isso serd descartada pela clinica. Caso vocé autorize, esta amostra de sangue vencida sera
utilizada em nossa pesquisa que sera realizada pelos pesquisadores do Centro de Pesquisas
René Rachou — FIOCRUZ Minas. Para que vocé possa decidir se estamos autorizados a usar esta
amostra para as investigacdes deste estudo, vocé precisa conhecer os objetivos deste projeto
de pesquisa, os beneficios, possiveis riscos, conseqiiéncias entre outras questdes envolvidas na
sua autorizacdo. Apds receber todas as informacgdes abaixo vocé poderd fornecer seu

consentimento por escrito através da sua assinatura.

O Centro de Pesquisas René Rachou realizard um estudo abordando a capacidade de
células-tronco presentes no sangue humano de se infectar com os parasitos Leishmania
infantum, Leishmania brazliensis e Trypanosoma cruz, que sdo causadores das Leishmanioses
e da Doenca de Chagas. Iremos estudar o impacto que essa infeccdo pode causar nas células
do sangue. Se vocé concordar com a utilizacdo dessas amostras de sangue vencidas, que ja
foram coletadas no passado e estdo armazenadas na Hematoldgica Clinica de Hematologia, os
pesquisadores responsaveis pelo estudo consultarao seus dados clinicos e utilizardo uma parte

deste sangue guardado para alguns testes que iremos realizar em nosso laboratoério.
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N3o estdo previstos riscos para vocé neste projeto de pesquisa pois, o sangue doado
por vocé, ja foi coletado. Vocé ndo sera convidado em nenhum momento a fazer uma nova

coleta de sangue ou de outro material biolégico.

Este estudo ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal da sua
participacdo é possibilitar que no futuro, com os resultados alcangados com esse estudo, o
diagndstico e tratamento das Leishmanioses e Doenga de Chagas sejam melhorados.

Se vocé concordar com o uso de uma parte de seu sangue ja coletado que esta
guardado na Hematoldgica Clinica de Hematologia, é necessario esclarecer que vocé nao tera
nenhum custo ou forma de pagamento por autorizar esta utilizagdo do sangue neste estudo. A
participagdo no estudo é voluntdria, e vocé ndo sofrerd nenhum dano, caso ndo autorize a

utilizacdo do seu sangue nesse estudo.

A equipe de pesquisa podera conversar com vocé sobre os detalhes do estudo antes
de vocé decidir se quer ou nao participar. Vocé é livre para perguntar, a qualqguer momento
suas duvidas. Seu nome e qualquer outra informagdo que o identifique serdo mantidos em
sigilo e apenas a equipe de pesquisa terd acesso a esses dados, que serdo tratados como
confidenciais, preservando sua privacidade. Qualquer publicagdo cientifica deste estudo nao
utilizard seu nome ou o identificard pessoalmente. Neste estudo, a sua participag¢do serd como
voluntdrio, sem nenhum pagamento em dinheiro, consentindo a doacdo de uma amostra de
sangue e autorizando a consulta de dados clinicos que ja foram fornecidos por vocé em suas
consultas na Clinica Hematoldgica. Vocé ou seu familiar, em caso de morte do doador, tem a
liberdade de recusar ou retirar o consentimento a qualquer momento sem penalizacdo, caso

decida nao colaborar neste estudo.
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Este pesquisador responsavel também se compromete em dar informacdes atualizadas
durante o estudo, caso este seja o seu desejo. Vocé pode optar em tomar conhecimento ou

nado dos resultados da pesquisa realizada.

Nome do pesquisador responsavel pelo projeto: Andréa Teixeira de Carvalho

Assinatura:

Endereco e telefone institucional do Pesquisador Principal:

Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002)
Pesquisador Principal: Andréa Teixeira de Carvalho — Telefone: (31) 3349 7764
E-mail: andreat@cpqrr.fiocruz.br

Concordo em doar uma amostra de sangue ja coletada e destinada a descarte para ser usada
na Avaliacdo da taxa de infeccdo in vitro de células-tronco humanas derivadas da medula
0ssea por Leishmania infantum, Leishmania brazliensis e Trypanosoma cruz e o impacto da
infeccdo na hematopoese e no perfil fenotipico-funcional das progénies e atesto que recebi
uma copia deste termo.

Nome do voluntério ou familiar:

RG: Data: / / .

Assinatura:

Nome do profissional que aplicou o TCLE:

Data:__ / [/

Assinatura:

Telefone para contato:

Endereco e telefone institucional do Comité de Etica - CPgRR/FIOCRUZ/Minas:

Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002)
Secretaria: Bernadete Patricia Santos — TeleFax: (31) 3349 7825

e-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br



