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3.7.1 Sirtuína 1 – SIRT1 – e a infecção de células-tronco hematopoéticas por 
 





3.7.2 Sirtuína 6 – SIRT6 - e a infecção de células-tronco hematopoéticas por 
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4.3.1 Obtenção das culturas de 



4.3.2 Controle de qualidade das culturas de 
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4.3.3 Marcação de  com Alexa Fluor 647 

 parasitos/mL. Em 

seguida, foi feita a marcação dos parasitos utilizando-se o fluorocromo Alexa Fluor 647 

na concentração 3,2 µg/mL. Após incubação por 30 minutos a 37°, a suspensão foi 

lavada duas vezes e ressuspendida em PBS 1X. Em nossos experimentos, nós 

utilizamos parasitos vivos e fixados. Para a fixação, após a segunda lavagem do 

protocolo de fixação, os parasitos foram ressuspendidos com a solução FACS fix (10.0 

g/l de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6.63 g/l de cloreto de sódio e 0.01% 

de azida sódica - - pH 7.2) e armazenados a 4°C até o uso conforme 

descrito por Vitelli-Avelar et al. (2007).  Foi retirada uma alíquota para avaliação em 

citômetro de fluxo, para assegurar a qualidade da marcação (Figura 5). 

 



 

 

 

 

 

Esquema ilustrativo da seleção e marcação de formas promastigotas vivas de 

A figura 2A representa o perfil de promastigotas de 

, selecionadas na janela em gráfico de densidade do tipo 

 de tamanho (Forward scatter-FSC)  granulosidade (Side scatter-

SSC). A figura 2B representa em gráfico do tipo histograma a intensidade média de 

fluorescência apresentada pelos parasitos após a marcação com Alexa Fluor 647 (AF 

647). 

 4.4.1 Preparação das células e culturas de curta duração 

Após atestar a viabilidade celular, as células-tronco hematopoéticas, foram 

ajustadas para 1x107 células de acordo com o percentual de células viáveis. A 

suspensão-base de células foi preparada em meio RPMI (

) suplementado com 0,5% do anticoagulante heparina sódica para evitar 

agregação plaquetária. As células foram preparadas de acordo com cada condição a ser 

avaliada (Cultura controle contendo apenas meio de cultura-CT, Cultura na presença de 

 fixada-Leish-F e  viva-Leish-V e submetidas à cultura de 



curta duração como mostrado no desenho experimental (Figura 6). As culturas foram 

incubadas por 2 horas, em estufa de CO2 a 37°C, sob agitação, para avaliação da taxa de 

infecção por , imunofenotipagem, marcação intracelular e para a realização 

do ensaio de hematopoese .  

 

 

 Desenho experimental da estratégia utilizada para realização das culturas de 

curta duração. 

4.4.2 Avaliação da taxa de infecção das células-tronco hematopoéticas por 
 e marcação de superfície 

Após a incubação por 2 horas na presença ou ausência dos parasitos marcados, 

as células foram incubadas com EDTA 20mM por 10 minutos a temperatura ambiente, 

ao abrigo da luz e, em seguida, foram lavadas com PBS 1X contendo 0,5% de albumina 

bovina sérica e 0,1% de azida sódica (PBS-W). Após 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 eritrócitos 

foram lisados com solução de lise comercial (exceto o tubo contendo a marcação para 

CD235a). Em seguida, as células foram ressuspendidas em solução fixadora Max FACS 

Fix solution (MFF -10 g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67 g/L de 



cloreto de sódio, pH 7,2) e 50.000 eventos foram adquiridos em citômetro de fluxo 

FACSCalibur™ (BD – Biosciences). 

 

Anticorpos utilizados na marcação de superfície para seleção da população 
de células-tronco hematopoéticas, suas respectivas diluições e funções.

 

Anti-CD45 

 

FITC 2D1 1:50 

Todas as células 
hematopoéticas/Tirosina 
fosfatase, aumenta 
sinalização pelo receptor de 
antígeno de células T e B. 

 

Anti-CD34 

 

PERCP 8G12 1:50 

Precursores hematopoéticos, 
endotélio capilar/Ligante 
para CD62L (L-selectina). 

 

Anti-CD33 

 

FITC 

 

HIM3-

4 

1:50 

Células mieloides 
progenitoras, 
monócitos/Ligação a 
sialoconjugados. 

 

Anti-CD13 

 

PE 

 

WM15 1:50 

Células 

mielomonocíticas/Zinco 

metaloproteinase. 

 

Anti-HLA-

DR 

 

FITC G46-6 1:50 

Molécula de MHC de classe 
II expressa na superfície de 
células humanas.  

 

Anti-CD14 

 

PE M5E2 1:50 

Células 
mielomonocíticas/Receptor 
para complexo de 
lipopolissacarídeo e proteína 
ligadora de 
lipopolissacarídeo (LBP). 

 

Anti-CD41a 

 

FITC HIP8 1:50 

Plaquetas, 
megacariócitos/Integrina 
αIIb, associa-se a CD61 
para formar GPIIb, liga-se a 
fibrinogênio, fibronectina, 



fator de von Willebrand e 
trombospondina. 

Anti-CD235a PE GA-R2 1:2500 

Células eritroides/Principal 
sialoglicoproteína rica em 
carboidratos da membrana 
dos eritrócitos humanos que 
apresentam os 
determinantes antigênicos 
para o grupo sanguíneo MN 
e Ss. Seguimento N-
terminal, glicosilado que se 
localiza fora da membrana 
dos eritrócitos. 

 

Anti-CD10 

 

FITC 

 

HI10a 

 

1:25 

Precursores de células T e 
B, células do estroma da 
medula óssea/Zinco 
metaloproteinase, marcador 
para leucemia linfática 
aguda de células pré-B. 

 

 

Anti-CD19 

 

 

PE 

 

HIB19 

 

1:25 

Células B/Forma complexo 
com CD21 (CR2) e CD81 
(TAPA-1); correceptor para 
células B. O domínio 
citoplasmático liga-se às 
tirosina quinases 
citoplasmáticas e às P3-
quinases. 

       Fonte: Imunobiologia de Janeway, 2010, 7ª edição. 

Para escolha do melhor tempo de incubação das culturas de células-tronco na 

presença de  para avaliação das citocinas intracitoplasmáticas, foi realizado 

um experimento de cinética da expressão de citocinas. Neste experimento as células-

tronco foram incubadas em estufa de CO2 a 37°C, na presença de promastigotas vivas 

de  marcadas com Alexa flúor 647, nos tempos 6, 12 e 24 horas após 

estímulo. Estas culturas foram também estimuladas com PMA (12-O-tetradecanoyl-

phorbol-13-acetato) e ionomicina e acrescidas de Brefeldina-A (BFA) para inibir a 

secreção das citocinas sintetizadas para o meio extracelular. Após a aquisição dos dados 

em citômetro de fluxo FACSCalibur™ (BD – Biosciences), o tempo de 6 horas de 



interação foi escolhido como ideal para essa avaliação, uma vez que nos tempos 12 e 24 

horas o percentual de células produtoras de citocinas foi menor que 1%.  

Assim, 2 horas após a interação parasito/célula, as culturas foram acrescidas de 

BFA e incubadas por mais 4 horas nas mesmas condições. Ao final da incubação, as 

células foram lavadas com PBS-W, incubadas em EDTA 20mM e lavadas novamente. 

Em seguida, foi feita a marcação de superfície com os anticorpos anti-CD45 e anti-

CD34 descritos na Tabela 3, nas mesmas condições citadas no item 4.4.2. Os eritrócitos 

foram lisados e as células foram permeabilizadas com PBS 1X contendo 0,5% de 

albumina bovina sérica, 0,1% de azida sódica e saponina (PBS-P), e incubadas por 30 

minutos ao abrigo da luz com os anticorpos anti-citocinas (Quadro 4). Após incubação, 

as culturas foram novamente lavadas com PBS-P e PBS-W, respectivamente, e 

ressuspendidas em solução fixadora MFF. Foram adquiridos 50.000 eventos por tubo 

em citômetro de fluxo FACSCalibur™ (BD – Biosciences). 

 

Anticorpos utilizados nas marcações de citocinas intracelulares e 

suas respectivas diluições

 

Anti-IL-4 

 

PE 

 

 

 

8D4-8 

 

1:20 

Ativação de células B, 

mudança para IgE, induz 

diferenciação em células Tipo 

2. Produzida principalmente 

por células T e mastócitos.  

 

 

Anti-IL-10 

 

PE 

 

 

JES3-

19F1 

1:25 

Potente supressor das funções 

dos macrófagos. Produzida 

principalmente por células T e 

macrófagos.  

 

 

 

Anti-IFN-γ 

 

 

PE 

 

 

 

 

1:50 

Ativação de macrófagos, 

aumento da expressão de 

moléculas MHC e dos 

componentes do 



 

B27 

processamento de antígenos, 

mudança de classe de Ig, 

supressão de resposta Tipo 2. 

Produzido principalmente por 

células T e células NK.  

 

 

Anti-TNF-α 

 

PE 

 

 

MAb11 
1:50 

Inflamação local, ativação 

endotelial. Produzido 

principalmente por 

macrófagos, células NK e 

células T.  

 

Fonte: Imunobiologia de Janeway, 2010, 7ª edição. 

 

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

Parte restante da suspensão de células, na presença ou ausência dos parasitos 

marcados, após 2 horas de interação parasito/célula foi designada para a avaliação do 

impacto de  na hematopoese . Para isso 5x106 células foram 

incorporadas ao meio de cultura tridimensional, MethoCult H4034 (Metil celulose, soro 

fetal bovino, albumina bovina sérica, 2-mercaptoetanol, fatores de crescimento 

recombinantes e suplementos), específico para hematopoese. As suspensões celulares 

foram transferidas para placa de seis poços, com auxílio de uma seringa acoplada à 

agulha de ponta romba. O espaço entre os poços foi preenchido com água MiliQ estéril 

e as placas armazenadas em um recipiente plástico para evitar a perda de umidade. As 

culturas foram mantidas em estufa contendo 5% de CO2, a 37°C por 14 dias, tempo 

necessário para diferenciação das células. Foram adquiridos 50.000 eventos por tubo em 

citômetro de fluxo FACSCalibur™ (BD – Biosciences). 

Após os 14 dias de cultivo, as colônias leucocitoides (brancas) e eritroides 

(vermelhas) foram contadas e fotografadas em microscópio invertido (Axio 

Observer.A1 – Zeiss) (Figura 7). Após este procedimento, as colônias foram 

recuperadas e durante a recuperação as placas foram mantidas em gelo e o meio de 

cultura MethoCult solubilizado em PBS-W com auxílio de uma pipeta Pasteur. As 



colônias foram lavadas para completa remoção do meio de cultura e foram feitos todos 

os procedimentos descritos no item 4.4.2 para marcação de superfície com os anticorpos 

da Quadro 3. 

 

Visualização de colônias leucocitoides (brancas) e eritroides (vermelhas), ao 
final de 14 dias de cultivo, em microscópio óptico invertido no aumento de 50x. 

4.5.1 Análise da capacidade de células-tronco hematopoéticas em fagocitar formas 

promastigotas de   

Para análises da população celular de interesse e determinação da capacidade 

fagocítica de células-tronco hematopoéticas utilizou-se o software FlowJo (Flow 

Cytometry Analysis Software, versão 10.07).  

A Figura 8 representa, de forma esquemática, a estratégia utilizada para análise 

dos resultados. Para selecionar a população de interesse, foram construídos gráficos de 

densidade de fluorescência 1 (CD45-FITC) fluorescência 3 (CD34-PerCP). A 

população de células-tronco hematopoéticas foi selecionada através de uma janela -

“ ”  com base na densidade de expressão dos marcadores CD45 e CD34, 

característica das células-tronco hematopoéticas indiferenciadas (alta expressão de 

CD34 e expressão intermediária de CD45) (Figura 8A). Construindo-se gráficos de 

densidade de fluorescência 4  fluorescência 3 (CD34-PerCP) foi possível avaliar a 



capacidade fagocítica das células-tronco, como pode ser observado nas figuras 8B e 8C, 

na ausência e na presença de formas promastigotas de  marcadas com 

Alexa Fluor 647, respectivamente. 

 

Análise representativa da capacidade fagocítica de células-tronco 

hematopoéticas derivadas da medula óssea. A figura 8A representa o perfil celular da 

população de células-tronco hematopoéticas, selecionada na janela  em gráfico 

de densidade de fluorescência-1 (CD45-FITC) fluorescência 3 (CD34-PerCP). A 

figura 8B representa o perfil de análise da população de células-tronco hematopoéticas 

na ausência de formas promastigotas de em gráfico de densidade de 

fluorescência-4 (FL-4)  fluorescência-3 (CD34-PerCP). A figura 8C representa o 

perfil de análise da população de células-tronco hematopoéticas na presença de formas 

promastigotas de marcadas com Alexa Fluor 647, indicando no 

quadrante duplo positivo (Q2) o percentual de células-tronco que fagocitaram o 

parasito-AF 647 em gráfico de densidade de fluorescência-4 (LEISH-Alexa Fluor 647) 

versus fluorescência-3 (CD34-PerCP).



 

 

A identificação da população celular de interesse e a determinação do valor 

percentual/intensidade média de fluorescência (IMF) dos marcadores fenotípicos 

avaliados foram realizadas utilizando-se o software FlowJo (versão 10.07).  

Para a análise de marcadores que não são expressos constitutivamente, a 

população de interesse foi selecionada construindo-se gráficos de densidade de 

fluorescência 1 ou 2 (FL1/FL2, marcador de superfície-FITC/PE)  granulosidade 

(SSC), como mostrado na Figura 9.  

Para análise da molécula de ativação HLA-DR foi utilizada a seguinte estratégia 

exemplificada na Figura 10. Primeiramente, foi construído um gráfico de densidade de 

fluorescência 1 (FL-1, CD14-PE) granulosidade (SSC), em seguida a população 

CD14+ foi selecionada através de uma janela/“ ” . O segundo passo, foi avaliar por 

intensidade média de fluorescência (IMF) a expressão de HLA-DR pela construção de 

um histograma dentro do “ ”  de células CD14+, selecionando-se a população de 

interesse por um marcador específico (Figura 10B). 

 

 

 Análise representativa da expressão de marcadores de superfície em 

concentrado de leucoaférese. A figura representa a população de células CD13+ 

selecionadas através de uma janela/ , em gráfico de densidade de fluorescência-2 

(FL2, CD13-PE)  granulosidade (SSC).  



 

 Análise representativa da expressão de HLA-DR na população de células 

CD14+. A figura 10A representa o perfil celular da população de células CD14+ 

selecionadas na janela , em gráfico de densidade de fluorescência-2 (CD14-PE) 

 granulosidade (SSC). A figura 10B representa, em gráfico de histograma, a 

intensidade média de fluorescência do marcador de ativação HLA-DR na população de 

células CD14+. 

4.5.3. Análise da produção de citocinas intracitoplasmáticas pós-estimulação in vitro 

por células-tronco hematopoéticas derivadas da medula óssea  

 

A identificação da população celular de interesse e a determinação do valor 

percentual de citocinas intracitoplasmáticas avaliadas foram realizadas utilizando-se o 

software FlowJo (versão 10.07). A Figura 11A representa a seleção da população de 

células-tronco hematopoéticas em gráficos de densidade de fluorescência 1 (CD45-

FITC) densidade de fluorescência 3 (CD34-PerCP). A população de células-

tronco foi selecionada através de uma janela -“gate”  com base na densidade de 

expressão dos marcadores CD45 e CD34 (Alta expressão de CD34 e expressão 

intermediária de CD45). A Figura 11B ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a 

detecção intracitoplasmática da citocina TNF-α na população de células-tronco, em 

gráfico de densidade de fluorescência-2 (FL2, TNF-α-PE)  fluorescência-3 (FL3, 

CD34-PerCP). 



 

 Análise representativa da produção de citocinas intracitoplasmáticas por 

células-tronco hematopoéticas, avaliada por citometria de fluxo. A figura 11A 

representa o perfil celular da população de células-tronco, selecionada na janela 

como a população celular apresentando o fenótipo CD34high/CD45intermediário, em gráfico 

de densidade de fluorescência-1 (CD45-FITC)  fluorescência 3 (CD34-PerCP). A 

figura 11B representa o perfil de análise da população de células-tronco positivas para a 

citocina TNF-α no quadrante duplo positivo (Q2) em gráfico de zebra de fluorescência-

2 (TNF-α-PE)  fluorescência-3 (CD34-PerCP), após o estímulo com formas 

promastigotas vivas de . 

 

4.5.4. Análise da produção de citocinas intracitoplasmáticas por subpopulações de 

células CD45+ (linfócitos, monócitos e granulócitos), após estimulação in vitro, com 

formas promastigotas vivas e fixadas de  

A identificação das subpopulações celulares de interesse e a determinação do 

valor percentual de citocinas intracitoplasmáticas avaliadas foram realizadas utilizando-

se o software FlowJo (versão 10.07). 

Através de gráfico de densidade de fluorescência 1 (`CD45-FITC) 

granulosidade (  - SSC) foram selecionadas através de janelas/  

específicos as 3 subpopulações de interesse (linfócitos, monócitos e granulócitos) com 



base nas características fenotípicas destas células e de acordo com trabalho previamente 

publicado (SUTHERLAND et al., 2009). Para assegurar que as populações fossem 

corretamente selecionadas, foram construídos também gráficos de tamanho (

 - FSC)  granulosidade (SSC), fazendo-se uma sobreposição sobre os 

gráficos CD45-FITC  SSC (dados não mostrados). Como mostrado na Figura 

12A, as cores azul, verde e laranja representam as populações de linfócitos, monócitos e 

granulócitos, respectivamente. Em seguida, conforme a necessidade, foram feitos 

pequenos ajustes nas janelas/  das subpopulações de interesse. A Figura 12B 

ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a detecção intracitoplasmática da citocina 

IFN-γ na população de linfócitos, em gráfico de densidade de fluorescência-2 (FL2, 

IFN-γ -PE)  fluorescência-1 (FL1, CD45-FITC) 

 

 

.  

 Análise representativa da produção de citocinas intracitoplasmáticas por 

subpopulações de células CD45+. A figura 12A representa a estratégia de seleção das 

três subpopulações de células CD45+ (linfócitos - cor azul, monócitos - cor verde e 

granulócitos - cor laranja) selecionadas por janelas/“gates”  em gráfico de distribuição 

pontual de fluorescência-1 (CD45-FITC)  granulosidade (SSC). A figura 12B 

representa o perfil de análise da população de células-tronco positivas para a citocina 

IFN-γ no quadrante duplo positivo (Q2) em gráfico de zebra de fluorescência-2 (IFN-γ-



PE)  fluorescência-1 (CD45-FITC), após o estímulo com formas promastigotas 

vivas de . 

4.6.1 Extração de RNA total e síntese de cDNA 

Para avaliação da expressão das sirtuínas 1 e 6 primeiramente foi feita a extração 

de RNA total da suspensão celular após cultivo de 2h (T0), das colônias de células após 

10 dias de hematopoese in vitro (T10) e ao final da hematopoese (T14). As células 

foram armazenadas em tampão do kit RNeasy mini Kit (Qiagen) acrescido de β-

mercaptoetanol, a -80°C até o momento da extração. O procedimento de extração foi 

feito conforme recomendado pelo fabricante do kit. Ao final da extração 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 qPCR 
 

Para a realização dos passos de amplificação e quantificação, foram utilizados 

iniciadores/  das sirtuínas 1 e 6, desenhados pelo grupo de pesquisas da Dra. 

Anabela Cordeiro (Quadro 4) e o sistema SYBRGreen®. O gene constitutivo 

codificador da proteína α-tubulina humana foi escolhido como controle endógeno da 

reação. Para o preparo do mix utilizado na reação de amplificação foi utilizado 10µL de 

SYBRGreen Master Mix – 1x, 0,5 µL de primer forward na concetração 0,2 

pmol, 0,5 µL de primer reverse na concetração 0,2 pmol, 4 µL H2O e 5 µL de cDNA 

 As amplificações foram feitas no equipamento BioRad iQ5 PCR System. As 

condições 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 análise da curva de dissociação 

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. Variações na expressão 

gênica em relação ao gene referência e ao tempo 0 da cultura controle foram analisadas 

utilizando a plataforma  e calculadas pela 

fórmula -∆∆Ct   



 

 

 Iniciadores utilizados nas reações de qPCR 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism (San 

Diego, E.U.A., versão 5.00). Para a análise comparativa entre dois grupos foi 

empregado o teste T de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney 

para dados não paramétricos. Para a análise comparativa entre três grupos foi 

empregado o teste de Análise de Variância (ANOVA), seguido pelo pós-teste de Tukey, 

para dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn 

para dados não paramétricos. As diferenças estatisticamente significativas foram 

consideradas quando o valor de  foi menor ou igual a 0,05. 

L. infantum

 

Diversas técnicas têm sido descritas para isolamento e expansão de culturas de 

sp.  (NOGUEIRA; GALATI, 2006). As condições de isolamento, 

armazenamento e cultivo influenciam diretamente no perfil de expansão do parasito. 

Para otimizar os ensaios de infecção das células-tronco hematopoéticas por , 

FW:TGCGGGAATCCAAAGGATAATTCAGTGTC 

RV:CTTCATCTTTGTCATACTTCATGGCTCTATG 

84 

86 

FW: GTCGGGCATCCCTGCCTCAAAGC 

RV: GGAACCCTGTCTGCCATCACGTCAG 

76 

80 

FW: TCA TCA CAG GCA AGG AAG ATG CTG 

RV: CTT GGA CTT CTT GCC ATA ATC AAC TGA G  

58 

58 



caracterizamos nossas culturas de acordo com o perfil de crescimento e a expressão de 

genes relacionados à metaciclogênese.  

A curva de crescimento demonstrou que os parasitos encontram-se em fase 

logarítmica de crescimento até o sétimo dia, onde há um pico do número de parasitos 

após o início do cultivo. A partir do sétimo dia, inicia-se um declínio rápido no número 

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

A análise da expressão de genes relacionados à metaciclogênese demonstrou 

uma diminuição drástica na expressão de  nos dias 7 e 9 de cultivo (Figura 

9B). Já a análise da expressão de  e  demonstrou um aumento na 

expressão destes genes no sétimo dia de cultivo (Figura 13C e 13D respectivamente). 

Uma vez que a expressão de Histona H4 está relacionada com divisão celular e, 

consequentemente, com a proliferação de parasitos, ao final da fase logarítmica e início 

da fase estacionária espera-se que a expressão deste gene esteja diminuída (KUMAR et 

al., 2012; MOREIRA et al., 2012). Já , gene que codifica uma proteína presente 

na face citosólica do retículo endoplasmático da , é considerado essencial no 

processo de metaciclogênese por participar na etapa denominada auto-fagocitose 

(BESTEIRO et al., 2006). O gene  é conhecido por ter sua sequência bastante 

conservada entre as espécies de  do Velho e Novo mundo. O gene codifica 

uma proteína de 112 aminoácidos que é expressa cerca de 20 vezes mais durante a 

metaciclogênese (NOURBAKHSH; ULIANA; SMITH, 1996). Diante das 

características de expressão de cada um dos genes e dos resultados obtidos na curva de 

crescimento e na análise da expressão gênica, selecionamos o sétimo dia de cultivo para 

realização dos ensaios de infecção de células-tronco hematopoéticas. 



 (A) Curva de crescimento de  (PP75) (B) Modificação da 

expressão gênica de  em relação ao dia 4 de crescimento do parasito (C) 

Modificação da expressão gênica de  em relação ao dia 4 de crescimento do 

parasito (D) Modificação da expressão gênica de  em relação ao dia 4 de 

crescimento do parasito.

L. infantum 

A internalização de parasitos, por um processo denominado fagocitose, envolve 

uma diversidade de moléculas e ocorre após adesão destes microrganismos na superfície 

de células do sistema mononuclear fagocitário (AWASTHI; KUMAR; SAHA, 2004). 

Após serem fagocitadas, as formas promastigotas de . se transformam 

em amastigotas, desencadeando uma série de eventos imunológicos cruciais para o 

estabelecimento e evolução da infecção. Dessa forma, o processo de fagocitose pode 

engatilhar mecanismos de morte intracelular do parasito, porém, este processo pode 

favorecer a sobrevivência e multiplicação do mesmo dentro da célula (CECÍLIO et al., 

2014; KIMA, 2007). 

Dessa forma, o primeiro objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade 

de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula óssea de fagocitar formas 

promastigotas fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V) de marcadas com Alexa 

Flúor 647. Este parâmetro foi avaliado pelo percentual de células 



CD34highCD45intermiediário (CTH) FL-4+, uma vez que a dupla positividade para o 

marcador Alexa Flúor 647 e para a população de células avaliada indica que a 

 foi fagocitada (Figura 14A). Além disso, avaliamos também a capacidade 

de monócitos e granulócitos, fagócitos clássicos, em internalizar as formas 

promastigotas de (Figura 14B e 14C).  

 

 

Avaliação da capacidade de células-tronco hematopoéticas (CTH) de 

fagocitar formas promastigotas fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V) de 

marcadas com Alexa Flúor 647(A, B e C) e avaliação do índice fagocítico de 

monócitos/granulócitos e monócitos/CTH (D). Os resultados estão apresentados como 

média e erro padrão do percentual de células-tronco hematopoéticas FL-4+ (CTH-FL-4+) 

em gráficos de barras. As diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

Leish-F e Leish-V em relação ao grupo sem estímulo (CT) estão representadas pelas 

barras conectoras com seus respectivos valores de .

A avaliação da capacidade de CTH de fagocitar promastigotas vivas e fixadas de 

demonstrou um maior percentual de células 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 estímulo (CT) (Figura 14A). A 

mesma diferença significativa foi observada quando avaliamos o percentual de 

monócitos e granulócitos que internalizaram formas promastigotas fixadas e vivas de 



, porém em maior magnitude, comparadas às CPH. Tendo em vista o 

expressivo percentual de monócitos-FL-4+, nós calculamos um índice, a razão entre os 

percentuais de fagocitose de culturas estimuladas de monócitos/culturas estimuladas de 

granulócitos e culturas estimuladas de CTH, para visualizar a proporção da taxa de 

infecção nessas células. Com este cálculo, observamos que cerca de 1,5 vezes mais 

monócitos fagocitaram  em relação aos granulócitos e cerca de 2 vezes mais 

monócitos internalizaram promastigotas do que as CTH (Figura 14D). 

Alguns trabalhos na literatura relatam a capacidade de células-tronco 

hematopoéticas, células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo e células do 

estroma, como macrófagos estromais de se infectar com  

(ALLAHVERDIYEV et al., 2011; BIBAS; DEL NONNO, 2011; COTTERELL; 

ENGWERDA; KAYE, 2000). Indivíduos imunocomprometidos, portadores de HIV ou 

em uso de terapias imunossupressoras estão sob alto risco de adquirir ou reativar 

infecções, como a LV, com feições mais graves do que as usuais. Essas infecções são 

caracterizadas por desordens hematopoéticas, número elevado de parasitos e 

manifestações clínicas incomuns (GONTIJO et al., 2002; KOTTON, 2007). O fato de 

 ser capaz de infectar CTH, porém em menor proporção em relação a outros 

fagócitos clássicos, parece ser vantajoso para a manutenção da infecção assintomática, 

uma vez que a medula óssea é um dos sítios imunologicamente privilegiados do corpo 

humano. Já foi extensamente relatado que uma das formas que a tem de 

driblar o sistema imune e permanecer viva na célula infectada é o bloqueio ou atraso de 

diferentes vias de apoptose, como a via apoptótica mitocondrial e morte ativada por 

ATP extracelular (AKARID et al., 2004; KOLLI et al., 2008). Assim, o processo de 

fagocitose e os mecanismos desencadeados pelo parasito que garantem sua 

sobrevivência, através da sobrevivência da célula parasitada, são eventos de grande 

importância que poderão favorecer a manutenção da infecção. 

+

L. infantum 

 

Diante de uma infecção por microrganismos intracelulares, como 

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



imune, através da criação de um microambiente capaz de contribuir para a evolução da 

infecção ou para eliminação do patógeno. Além disso, nos momentos iniciais da 

infecção, a produção e secreção de citocinas e quimiocinas promovem o recrutamento e 

ativação de células do sistema imune para o foco inflamatório (BARATTA-MASINI et 

al., 2007). 

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil funcional das 

CTH derivadas da medula óssea e de subpopulações de células CD45+ (linfócitos, 

monócitos e granulócitos), por meio da avaliação da produção das citocinas 

intracitoplasmáticas IL-4, IL-10, IFN-γ e TNF-α na ausência ou presença de formas 

promastigotas vivas ou fixadas de  (Figura 15). 

A análise do perfil de citocinas por células-tronco hematopoéticas (CTH) 

demonstrou um aumento estatisticamente significativo no percentual de CTH IFN-γ+ 

nas culturas estimuladas com promastigotas vivas (Leish-V) e fixadas (Leish-F) de 

 quando comparadas com a cultura de células sem estímulo (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 avaliação da produção de TNF-α+ demonstrou um percentual elevado 

de células CTH TNF-α+ na cultura Leish-V quando comparadas com a cultura sem 

estímulo e um aumento significativo na cultura Leish-F em relação à CT (Figura 15D). 

 

 



Análise da expressão das citocinas (A) IFN-γ, (B) IL-10, (C) IL-4, e (D) 
TNF-α por células-tronco hematopoéticas (CTH) na ausência (CT) ou presença de 
promastigotas de  fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V). Os resultados estão 
apresentados por média e erro padrão do percentual de células CTH+Citocinas+ em 
gráficos de barras. As diferenças estatisticamente significativas entre o grupo Leish-V, 
Leish-F e CT estão representadas pelas barras conectoras com seus respectivos valores 
de .

 

Ao avaliarmos o perfil de produção das citocinas intracitoplasmáticas IFN-γ, IL-

10, IL-4, e TNF-α por subpopulações de células CD45+, foi observado um aumento 

estatisticamente significativo no percentual de linfócitos, monócitos e granulócitos IFN-

γ + na cultura estimulada com  viva (Leish-V), quando comparada com a 

cultura de células sem estímulo (CT) (Figura 16A). Já a análise do percentual de células 

IL-10+, demonstrou um aumento significativo no percentual de linfócitos, monócitos e 

granulócitos, quando comparamos as culturas Leish-V e Leish-F com as culturas CT 

(Figura 16B). A análise de linfócitos, monócitos e granulócitos IL-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-α+, inclusive linfócitos, 

quando comparamos as culturas estimuladas com Leish-V em comparação com as 

culturas CT (Figura 16D). 



A resposta imune na LV já foi classicamente caracterizada por uma modulação 

na resposta do Tipo 1, pró-inflamatória, acompanhada de um aumento na produção de 

IL-4 e IL-10 (BACELLAR et al., 1996; ZWINGENBERGER et al., 1990). O aumento 

no percentual de células produtoras de IL-4, observado neste estudo, principalmente 

monócitos, após estímulo de promastigotas vivas de  reforça o importante 

papel das citocinas anti-inflamatórias/moduladoras no estabelecimento e manutenção da 

LV. Por outro lado, alguns estudos abordam o papel da citocina IL-4 agindo em sinergia 

com IFN-γ na ativação de mecanismos leishmanicidas, como a produção de NO 

intracelular (VOULDOUKIS et al., 1994). BARATTA-MASINI et al. (2007) também 

encontraram altos níveis de IL-4, acompanhado de níveis elevados de nitrito e nitrato 

em indivíduos assintomáticos residentes em área endêmica para leishmaniose 

tegumentar, reforçando a participação desta citocina em atuar no controle da infecção.  

 

 

Análise da expressão da citocinas (A) IFN-γ, (B) IL-10, (C) IL-4 e (D) TNF-α por 
subpopulações de células CD45+ (linfócitos, monócitos e granulócitos) na ausência (CT) ou presença 
de promastigotas de  fixadas (Leish-F) e vivas (Leish-V). Os resultados estão 
apresentados por média e erro padrão do percentual de células CD45+citocinas+ em gráficos de 
barras. As diferenças estatisticamente significativas entre o grupo Leish-V e CT das subpopulações 



de linfócitos, monócitos e granulócitos estão representadas por barras conectoras com seus 
respectivos valores de . 

Nas leishmanioses, diversas células podem contribuir para produção de IL-10, 

incluindo células dendríticas, macrófagos e células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+) 

(CAMPANELLI et al., 2006; CARVALHO et al., 2012). No presente estudo, o 

percentual de monócitos, linfócitos e granulócitos que foram capazes de produzir IL-10 

em resposta ao estímulo de Leish-V foi semelhante. Sabe-se que na LV a produção de 

IL-10 é de extrema importância no estabelecimento da infecção, uma vez que esta 

citocina é capaz de impedir a ativação de macrófagos, contribuindo assim para a 

sobrevivência do parasito intracelular (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2005). 

O perfil de resistência à LV é caracterizado pelo padrão de resposta do Tipo 1, 

que além de controlar o crescimento do patógeno, age no direcionamento da produção 

de citocinas pró-inflamatórias (CARVALHO et al., 1989; PERUHYPE-MAGALHÃES 

et al., 2005). Apesar da LV clássica ser caracterizada por um perfil de resposta do Tipo 

2, com níveis elevados de citocinas moduladoras, existem relatos de níveis elevados de 

mRNA de IFN-γ encontrados no baço e medula óssea de pacientes durante a fase aguda 

de infecção (NYLÉN; SACKS, 2007). Até o momento, nossos achados demonstraram 

que linfócitos, monócitos e granulócitos são capazes de produzir IFN-γ após o estímulo 

de promastigotas vivas de .  

Na avaliação do perfil de produção da citocina TNF-α, foi observado um 

aumento estatisticamente significativo no percentual de linfócitos, monócitos e 

granulócitos TNF-α + na cultura estimulada com promastigotas vivas de  

(Leish-V), quando comparada com a cultura de células sem estímulo (CT) (Figura 16). 

Além de ser uma citocina pró-inflamatória potente, que atua de forma 

importante em conjunto com o IFN-γ na ativação de macrófagos, o TNF-α pode 

contribuir para a formação de monócitos e granulócitos, atuando nas células do estroma 

juntamente com a IL-1β, estimulando a produção e secreção de fatores de crescimento 

(Broxmeyer & Williams 1988; Lardon et al., 1997). No presente trabalho, observamos 

um percentual bastante expressivo de células produtoras de TNF-α após estímulo de 

promastigotas vivas de , principalmente monócitos, que constituem a 

sua principal fonte durante a hematopoese  na presença de  e que 

são células de extrema importância na resposta anti- , devido à sua 

capacidade fagocítica.  



 

L. (L.) infantum

in vitro 

 

5.4.1 Impacto da infecção por L. (L.) infantum no perfil fenotípico das células-tronco 

antes e após hematopoese 

A hematopoese é o processo pelo qual uma célula-mãe dá origem a diferentes 

linhagens celulares do sangue. A regulação desse processo resulta de diversas interações 

entre células e a matriz extracelular e também de interações célula/célula, com uma 

variedade de populações 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 fenotípico celular 

de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula óssea, na presença ou ausência 

de promastigotas de , após duas horas de interação e após hematopoese 

. Foi avaliada a expressão de diferentes marcadores de superfície relacionados a 

diferentes linhagens celulares do sangue (Figura 17 a Figura 21): 

 CD45/CD34 – Células-tronco indiferenciadas; 

 CD13/CD33 – Linhagem granulocítica; 

 CD14/HLA-DR – Linhagem monocítica; 

 CD41a – Linhagem plaquetária; 

 CD235 – Linhagem eritrocítica; 

 CD10/CD19 – Linhagem linfocítica. 

 

O antígeno comum de linfócito (CD45) é uma proteína tirosina fosfatase ligada a 

receptores que é expressa em todos os leucócitos e que desempenha um papel crucial na 

função destas células. Nas células T, o domínio extracelular de CD45 é expresso em 

várias isoformas diferentes, estas particularidades de expressão dependem da 

subpopulação celular e do seu estado de maturação e ativação. A análise das 

subpopulações de células CD45+, linfócitos, monócitos e granulócitos demonstrou um 

maior percentual de linfócitos no T0 (2 horas de cultivo) nas culturas CT e Leish-V 

quando comparadas com as mesmas culturas no T14 (pós-hematopoese ). Já os 



monócitos tiveram seu percentual reduzido, quando comparamos a cultura controle com 

a cultura Leish-V no T0. Ao contrário, os granulócitos tiveram seu percentual 

aumentado quando comparamos a cultura Leish-V no T0 com a cultura Leish-V no T14.  

 

 

 Análise do fenótipo celular de subpopulações de células CD45+ estimuladas 

com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) nos 

tempos T0 (2 horas de interação parasito/célula) e T14 (pós-hematopoese )  Os 

resultados estão apresentados em gráficos de barras, com média e erro padrão do 

percentual de células positivas para os marcadores de superfície em gráficos de barras. 

As diferenças estatisticamente significativas na expressão dos marcadores das culturas 

estimuladas ou não quando comparadas entre si estão representados pela letra pelas 

barras conectoras com os respectivos valores de 

 

  A molécula de superfície CD33 (gp67 ou siglec-3) é uma proteína 

transmembranar glicosilada de 67 kDa que é um membro da família de lectinas tipo 

imunoglobulina de ligação ao ácido siálico (siglec) (CROCKER; MCMILLAN; 

RICHARDS, 2012). CD33 é expresso em precursores granulocíticos, como por 

exemplo mieloblastos, em fase inicial de diferenciação (GORCZYCA et al., 2011). Ao 

avaliar o percentual de células positivas para CD33 em culturas estimuladas ou não nos 

tempos T0 e T14, observamos um aumento estatisticamente significativo na expressão 

deste marcador, comparando os grupos CT, Leish-F e Leish-V no T14 com os 

respectivos correspondentes no T0 (Figura 18A). 

A molécula de superfície CD13 é uma proteína de 150 kD, com um domínio 

citoplasmático curto, uma região transmembrana hidrofóbica, e um domínio extracelular 

grande contendo a sua região de atividade enzimática. Além disso, CD13 é expresso em 



células hematopoéticas da linhagem mieloide, porém sua função nestas células é ainda 

incerta (WINNICKA et al., 2010). Avaliando o percentual de células CD13+ em nosso 

estudo, não observamos diferenças estatisticamente significativas na expressão dessa 

molécula (Figura 18B). 

 

Análise da expressão dos marcadores de superfície CD33 (A) e CD13 (B), 

estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) 

nos tempos T0 (2 horas de interação parasito/célula) e T14 (pós-hematopoese 

)  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, com média e erro 

padrão do percentual de células positivas para os marcadores de superfície em gráficos 

de barras. As diferenças estatisticamente significativas na expressão dos marcadores das 

culturas estimuladas ou não quando comparadas entre si estão representados pelas 

barras conectoras com os respectivos valores de 

A diferenciação de células mielomonocíticas, de células-tronco hematopoéticas 

para monócitos/macrófagos maduros é acompanhada por uma variedade de alterações, 

incluindo a expressão de novos antígenos de superfície celular. Uma destas moléculas, 

CD14, uma glicoproteína de 55 kD, é expressa preferencialmente na superfície de 

células maduras da linhagem monocítica. Com o objetivo de avaliar a expressão de 

marcadores de superfície relacionados à linhagem monocítica, nós avaliamos a 

expressão de CD14 antes e após hematopoese , na presença ou ausência de 

. As análises dos resultados demonstraram um aumento significativo do 

percentual de células CD14+ nas culturas estimuladas com  viva no tempo 

T14, quando comparamos com a cultura estimulada com  fixada no mesmo 

tempo e quando comparamos com a cultura Leish-V no tempo T0 (Figura 19A).  

O HLA-DR ( ) é um receptor de monócitos e 

macrófagos do complexo de histocompatibilidade tipo II (MHC II). Sua expressão está 



relacionada à ativação de monócitos/macrófagos, ou seja, a capacidade destas células de 

produzir citocinas em resposta à algum estímulo. Dessa forma, avaliamos dentro da 

população de células CD14+, a expressão do marcador HLA-DR. As análises 

demonstraram um aumento significativo desta molécula nas culturas Leish-V no tempo 

T0, comparando-se com a cultura controle e com a cultura Leish-V no tempo T14, após 

hematopoese  (Figura 19B). 

 

 

 Análise da expressão dos marcadores de superfície CD14 (A) e HLA-DR 

(B), estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) 

nos tempos T0 (2 horas de interação parasito/célula) e T14 (pós-hematopoese 

)  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, com média e erro 

padrão do percentual e da intensidade média de fluorescência (IMF) de células positivas 

para os marcadores de superfície em gráficos de barras. As diferenças estatisticamente 

significativas na expressão dos marcadores das culturas estimuladas ou não quando 

comparadas entre si estão representados pelas barras conectoras com os respectivos 

valores de 

Além dos marcadores das linhagens monocítica e granulocítica, avaliamos 

também possíveis diferenças na expressão de marcadores das linhagens plaquetária e 

eritrocítica. A molécula CD41a, também conhecida como Integrina αIIb, é normalmente 

expressa em plaquetas e megacariócitos. Em nossos resultados, não observamos 

diferenças estatisticamente significativas na comparação entre as diferentes culturas nos 

tempos avaliados (Figura 20A). Para avaliação de células da linhagem eritroide, 

avaliamos a expressão de CD235a, conhecida também como Glicoforina A, expressa 

por precursores eritroides e eritrócitos maduros. As análises demonstraram um aumento 



significativo deste marcador em todas as culturas, após hematopoese  em relação 

às culturas correspondentes no tempo T0, além de um aumento nas culturas estimuladas 

(Leish-V) comparando-se com a cultura controle no tempo T14 (Figura 20B). 

 Análise da expressão dos marcadores de superfície CD41a (A) e CD235a 

(B), estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) 

nos tempos T0 (2 horas de interação parasito/célula) e T14 (pós-

hematopoese)  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, com média e 

erro padrão do percentual de células positivas para os marcadores de superfície em 

gráficos de barras. As diferenças estatisticamente significativas na expressão dos 

marcadores das culturas estimuladas ou não, quando comparadas entre si, estão 

representados pelas barras conectoras com os respectivos valores de 

Por último, avaliamos a expressão de marcadores de superfície relacionados à 

linhagem linfocítica antes e após hematopoese, na presença ou ausência do estímulo de 

. A análise da expressão de CD19, ou antígeno de linfócitos B, demonstrou 

um aumento significativo nas células positivas para este marcador, quando comparamos 

as culturas Leish-V dos tempos T14 e T0. Observamos também um aumento de células 

CD19+ na cultura controle do T14 comparada à mesma cultura no T0 (Figura 21A).  

A avaliação da expressão de CD10 demonstrou uma diminuição no percentual 

de células positivas para este marcador, comparando-se a cultura Leish-V com a cultura 

controle no tempo T14 (Figura 21B). 

 



 

 Análise da expressão dos marcadores de superfície CD19 (A) e CD10 (B), 

estimuladas com formas promastigotas vivas (Leish-V) ou fixadas (Leish-F) 

nos tempos T0 (2 horas de interação parasito/célula) e T14 (pós-hematopoese 

)  Os resultados estão apresentados em gráficos de barras, com média e erro 

padrão do percentual de células positivas para os marcadores de superfície em gráficos 

de barras. As diferenças estatisticamente significativas na expressão dos marcadores das 

culturas estimuladas ou não quando comparadas entre si estão representados pelas 

barras conectoras com os respectivos valores de 

5.4.2 Avaliação do impacto da infecção por  na hematopoese  
  Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto da 

infecção de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula óssea por  

na hematopoese após 14 dias de cultivo. 

Após serem cultivadas por 14 dias nas condições descritas no ítem , as 

colônias foram classificadas, contadas e fotografadas em microscópio invertido 

(AxioObserver.A1 – Zeiss) (Figura 22 eFigura ). 



 

 Aspecto das colônias formadas ao final de 14 dias de cultivo. Em A: poço 

da placa de cultivo na ausência de . Em B: poço da placa na presença de 

. Em C: colônia da linhagem leucocitoide em aumento de 125x. Em D: 

colônias eritroides em aumento de 125x. 

 



 A contagem do número total de colônias demonstrou um aumento significativo 

nas culturas de células diferenciadas na presença de  (Leish) quando 

comparadas com a cultura controle (CT) (Figura 23A). Já a contagem do número de 

colônias leucocitoides (brancas) e eritroides (vermelhas) demonstrou um número 

significativamente maior de colônias da linhagem eritrocítica nas culturas estimuladas 

com  quando comparadas com o número de colônias brancas das culturas 

estimuladas ou não e também quando comparadas com o número de colônias vermelhas 

da cultura controle (Figura 23B). 

 

 

 Contagem do número total de colônias (A). Contagem das colônias brancas 

e vermelhas após 14 dias de cultivo, na ausência (CT) ou presença de promastigotas 

vivas de  (Leish). Os resultados estão apresentados por média e erro padrão 

do número de colônias em gráficos de barras. As diferenças estatisticamente 

significativas entre as culturas estimuladas (Leish) e as culturas sem estímulo (CT) 

estão representadas pelas linhas conectoras e seus respectivos valores de . 

 

5.4 Avaliação da expressão gênica de SIRT1 e SIRT6 nas células-tronco 
hematopoéticas infectadas com  antes e após hematopoese in vitro 

Diante do papel que  desempenha durante a diferenciação celular e 

também sua participação em processos inflamatórios, um dos objetivos deste estudo foi 

avaliar a expressão gênica dessa sirtuína durante a hematopoese de células-tronco 



infectadas por . A análise da quantificação relativa da expressão gênica de 

 foi maior nas culturas na presença de  nos tempos 0, 10 e 14 em 

relação à cultura controle no tempo 0 (Figura 24).  

 

Perfil de expressão gênica de SIRT 1 por células-tronco hematopoéticas 

durante a hematopoese , nos tempos T0, T10 e T14 na presença ou ausência de 

formas promastigotas vivas de  (Leish). Os resultados estão apresentados em 

gráficos de boxes, com mediana, valores mínimo, máximo e intervalo interquartil da 

expressão do gene da SIRT 1 relativa ao T0 da cultura controle. 

Diante do papel que SIRT6 desempenha durante processos inflamatórios e seu 

papel regulador da expressão de TNF-α, um dos objetivos deste estudo foi avaliar a 

expressão gênica dessa sirtuína durante a hematopoese de células-tronco infectadas por 

. A análise da quantificação relativa da expressão gênica de  foi maior 

na cultura na presença de  no tempo 0 e na cultura controle no T14 em 

relação à cultura controle no tempo 0 (Figura 25).

 



 

Perfil de expressão gênica de  por células-tronco hematopoéticas 

durante a hematopoese , nos tempos T0, T10 e T14 na presença ou ausência de 

formas promastigotas vivas de L. infantum (Leish). Os resultados estão apresentados em 

gráficos de boxes, com mediana, valores mínimo, máximo e intervalo interquartil da 

expressão do gene da  relativa ao T0 da cultura controle. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de células-tronco 

hematopoéticas de se infectar com e o perfil fenotípico e funcional dessas 

células pós-infecção. Para isso infectamos, , as células-tronco hematopoéticas 

com formas promastigotas de . Após a interação parasito/célula, avaliamos 

diversos parâmetros pós infecção, como por exemplo, a taxa de fagocitose, o perfil 

fenotípico e a produção de citocinas intracitoplasmáticas e expressão gênica de 

sirtuínas. Além disso, avaliamos também as consequências dessa infecção no curso da 

diferenciação celular e o impacto da presença do parasito nas progênies obtidas pós 

hematopoese . 

A Leishmaniose Visceral em indivíduos imunocomprometidos é caracterizada 

por manifestações clínicas atípicas, muitas vezes aberrantes, com ausência de resultados 

positivos em alguns testes clínicos importantes e rápida evolução para óbito. Esse 

cenário dificulta o diagnóstico rápido e preciso, que é crucial para que o paciente seja 

tratado a tempo. A presença de parasitos na medula óssea e alterações hematopoéticas 

são achados comuns na Leishmaniose após imunossupressão. Além disso, alguns 

estudos, principalmente relatos de caso, encontraram spp. em locais: como 

humor vítreo e baço. Estes achados mostram que estes parasitos procuram locais de 



privilégio imunológico para a sua manutenção e multiplicação, um mecanismo de 

defesa, para que o sistema imunológico não seja capaz de eliminá-los. Em nosso estudo, 

avaliamos a capacidade de células-tronco hematopoéticas de se infectar com 

e o perfil fenotípico e funcional dessas células pós-infecção. Além disso, avaliamos 

também as consequências dessa infecção no curso da hematopoese e o impacto da 

presença do parasito nas progênies celulares. 

A é um parasito intracelular obrigatório, ou seja, necessita ser 

rapidamente fagocitado por células do hospedeiro para sua manutenção e sobrevivência 

(CUMMINGS; TULADHAR; SATOSKAR, 2010; SACKS; SHER, 2002). Estudos 

apontam que o parasito é preferencialmente fagocitado por células dendríticas e 

monócitos/macrófagos, porém os neutrófilos executam um papel crucial, impedindo que 

o parasito se depare ações efetoras do sistema imune nos momentos iniciais da infecção 

(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 obrigatório, para sua sobrevivência o parasito precisa ser fagocitado; 2) a 

fagocitose desencadeia diversos mecanismos efetores do sistema imune em resposta à 

presença do parasito dentro da célula. No entanto, esse processo de resolução não é tão 

simples e diversos fatores têm sido associados à evolução da infecção, como por 

exemplo, os diversos mecanismos que a  tem para escapar do sistema imune 

do hospedeiro (BELKAID; BUTCHER; SACKS, 1998; VON STEBUT, 2007), além da 

presença de mutações em indivíduos infectados, que podem afetar gravemente a 

expressão e função de citocinas cruciais para um perfil pró-resolutivo da doença 

(CASTELLUCCI et al., 2006; RAMASAWMY et al., 2010). 

No presente trabalho, avaliamos, por citometria de fluxo, a taxa de fagocitose de 

CTH e observamos que cerca de 50% dessas células fagocitaram formas promastigotas 

vivas e fixadas de . Usando modelos murino e linhagens celulares primárias, 

trabalhos anteriores demonstraram a capacidade de  e  em 

infectar macrófagos estromais da medula-óssea e células do baço, mas não células-

tronco hematopoéticas (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000; LECLERCQ et 

al., 1996). Estes estudos sugerem que as células estromais serviriam de reservatório, 

mantendo o parasito abrigado durante a infecção. Além disso, ALLAHVERDIYEV et 

al., (2011) sugerem que células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

poderiam servir como hospedeiras na infecção latente por .  



É sabido que a  pode sobreviver em diferentes órgãos e tecidos 

durante décadas, mesmo após tratamento específico. Assim, o fato de CTH serem 

capazes de se infectar com  parece ser vantajoso para a manutenção de uma 

infecção assintomática, uma vez que a medula óssea é um dos sítios imunologicamente 

privilegiados do corpo humano. Além disso, as CTH tendem a permanecer no 

compartimento medular até sua completa diferenciação, fazendo com que as células 

infectadas permaneçam nesse ambiente protegido. De forma interessante, nossos 

resultados também apontaram que apesar da capacidade fagocítica das CTH, monócitos 

e granulócitos apresentam maior taxa de fagocitose. Calculando-se o índice do 

percentual de células que fagocitaram  observamos cerca de 2 vezes mais 

monócitos e granulócitos que internalizaram o parasito em comparação com as células-

tronco indiferenciadas. BOGDAN et al. (2000) ao avaliarem linfonodos de 

camundongos em fase crônica de infecção por  observaram que fibroblastos 

também poderiam ser células hospedeiras para o parasito, porém com resposta efetora 

reduzida. Neste mesmo estudo, também foram achados macrófagos infectados capazes 

de responder normalmente à presença do parasito na célula. Estes dados sugerem 

fortemente que os fibroblastos podem compor um ambiente menos hostil para  

do que os macrófagos e, assim, permitir a persistência dos parasitos. No entanto, a 

sobrevivência do parasito e a replicação estariam sujeitas ao controle por macrófagos 

vizinhos que seriam as células eficazes no controle da infecção dos fibroblastos e, 

assim, ajudariam a manter uma relação de equilíbrio entre parasito e hospedeiro, 

favorecendo a manutenção da infecção sem maiores danos ao indivíduo infectado.  

O fato da  ser capaz de se evadir do sistema imune é de extrema 

importância epidemiológica. Diversos estudos relatam a reativação de infecções latentes 

ou assintomáticas após transplante de órgãos (FISHMAN, 2011; KOMITOPOULOU et 

al., 2014; KOTTON, 2007). Após procedimento cirúrgico para recebimento do enxerto 

é obrigatório que o receptor faça uso de medicação imunossupressora para evitar 

episódios de rejeição. Com o sistema imune debilitado, o paciente fica predisposto a 

adquirir novas infecções ou reativar infecções residuais já existentes (ANTINORI et al., 

2008). Este assunto merece grande atenção principalmente em áreas endêmicas, onde a 

prevalência de infecção assintomática e o número de indivíduos que já foram infectados 

em algum momento da vida é alto. 



Durante o processo de internalização/reconhecimento antigênico do parasito, os 

receptores do tipo Toll (TLR) ativam uma cascata de sinalização, via molécula 

adaptadora MyD88, os fatores de transcrição NF-κB, ativador de proteína-1 (AP-1) e 

fator regulador de interferon (IRF) que promovem a transcrição e a síntese de várias 

citocinas pró-inflamatórias (BEUTLER et al., 2006; SINGH; SRIVASTAVA; SINGH, 

2012). No presente trabalho, avaliamos a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

moduladoras pelas CTH, linfócitos, monócitos e granulócitos, para compreender melhor 

o perfil funcional das células infectadas por . Em nossos resultados, 

observamos que as CTH, apesar de indiferenciadas e não comprometidas com nenhuma 

linhagem celular específica, foram capazes de produzir citocinas em resposta à presença 

do parasito vivo, principalmente TNF-α. Em estudo realizado por Cotterell et al (2000), 

foi observado que a infecção de macrógafos estromais da medula-óssea de 

camundongos está relacionada com a produção dessa citocina, que teria papel 

fundamental, juntamente com GM-CSF na desregulação hematopoética durante a 

infecção por . Estudos apontam que em alguns contextos, TNF-α participa 

como fator de crescimento durante a hematopoese, estimulando a diferenciação de 

células da linhagem mieloide (BROXMEYER; WILLIAMS, 1988; LARDON et al., 

1997). Além disso, já foi relatado que TNF-α, produzido por células T CD8+ derivadas 

de CTH da medula, aumenta a capacidade de regeneração, a proporção de progenitores 

multipotentes  e previne a apoptose de CTH (REZZOUG et al., 2008). Este dado 

contribui imensamente com a nossa hipótese, uma vez que a produção e liberação de 

TNF-α favoreceria a manutenção das CTH, que seria uma importante célula hospedeira 

de  no contexto da infecção latente. É importante ressaltar que, em nossos 

achados, parece que o fato do parasito estar vivo no momento de sua internalização 

favorece a produção de citocinas. Isso poderia ocorrer pois a  é capaz de 

secretar moléculas antigênicas encapsuladas em microvesículas que poderiam servir de 

estímulo para uma resposta celular mediada por citocinas (ATAYDE et al., 2016; 

SANTARÉM et al., 2007). 

Avaliando-se o perfil de citocinas nas CTH, monócitos e granulócitos, podemos 

perceber que estas células parecem desempenhar papéis distintos diante da presença do 

parasito. No desenho esquemático (Figura 26), representamos a magnitude da 

capacidade fagocítica e efetora (produção de citocinas) das células avaliadas em nosso 

estudo. Comparando as três populações entre si. As CTH possuem menor capacidade 



fagocítica e maior produção de TNF-α. Já os monócitos possuem alta capacidade 

fagocítica e um perfil de citocinas mais pró-inflamatório em relação aos granulócitos. 

Por outro lado, os granulócitos apresentam maior produção de citocinas moduladoras e 

capacidade fagocítica moderada. Diante disso, podemos inferir que durante a infecção 

latente os papéis distintos das três populações seriam cruciais na construção de um 

sistema capaz de controlar o crescimento do parasito sem eliminar a infecção.  

 

 

Desenho esquemático do resumo dos resultados obtidos na avaliação da taxa 

de fagocitose e produção de citocinas em células-tronco hematopoéticas (CTH), 

monócitos e granulócitos derivados da medula óssea, após estímulo de . 

 

O balanço entre as citocinas moduladoras e pró-inflamatórias tem sido 

identificado como uma chave no controle e cura da LV. É 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 apenas como uma citocina 

anti-inflamatória. Hoje, sabe-se através de diversos estudos que esta citocina participa, 

por exemplo, na via de produção de óxido nítrico (NO), um potente leishmanicida 

(MOSSALAYI et al., 1999; PAUL-EUGÈNE et al., 1995; VOULDOUKIS et al., 1995). 

Interessantemente, apesar de matar parasitos intracelulares, o NO também apresenta um 

papel duplo, pois está envolvido na imunossupressão e apoptose de células T 



(BRONTE; ZANOVELLO, 2005; RODRÍGUEZ; OCHOA, 2008). Em nossos 

resultados, nós não apenas observamos um alto percentual de CTH e subpopulações de 

células CD45+ produtoras de IL-4, mas também um baixo percentual de linfócitos após 

hematopoese  de células infectadas por . Esses achados podem 

representar um importante mecanismo de regulação, uma vez que o mesmo NO que 

promove atividade leishmanicida também pode diminuir a atividade de linfócitos T, 

promovendo a manutenção da infecção.  

Schmid et al. (2014) associaram a modulação de linfócitos T durante a infecção 

por  com células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSC – 

). Essas células são derivadas de precursores mieloides, 

mas não se diferenciam completamente, não sendo comprometidas com nenhuma 

linhagem (YOUN et al., 2008). Este fenótipo não 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- γ and IL-4, que 

ativam vias como STAT6, STAT1 and NF-kB. Estas células possuem capacidade de 

fagocitar , produzir ROS e NO e aumentar a secreção 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 subpopulações de células 

CD45+IL10+, especialmente granulócitos. A modulação da resposta imune anti-

 pelas MDSC poderia suportar a hipótese da manutenção da infecção 

assintomática residual na medula-óssea, com grande potencial de reativação em casos 

de pacientes imunossuprimidos. 

Alterações hematopoéticas são um dos principais achados nos estudos de 

infecção de células da medula óssea por e também em estudos que 

envolvem indivíduos imunossuprimidos portadores de LV. No presente trabalho, 

observamos que a presença de  altera a hematopoese  e que há um 

número expressivo de colônias formadas após 14 dias de cultivo de células-tronco 

infectadas por promastigotas de . Células-tronco hematopoéticas 

permanecem geralmente em um estado quiescente ou latente, mas podem ser 

estimuladas sob condições de estresse, como por exemplo, uma infecção. Nesse 

contexto, elas são capazes de se proliferarem e diferenciarem para reabastecer as 

progênies, após a morte celular ou apoptose (BALDRIDGE; KING; GOODELL, 2011). 

Dessa forma, a presença de células infectadas por  poderia servir como 



estímulo, aumentando assim a diferenciação celular. Cotterell et al. (2000) encontraram 

níveis elevados de GM-CSF e mRNA da citocina TNF-α em culturas de células na 

presença de amastigotas de  na ausência de estímulo prévio com fatores de 

crescimento. O papel de TNF-α tem sido extensivamente investigado no contexto da LV 

como um potente agente pró-inflamatório. Esta citocina pode participar na regulação da 

hematopoese, porém seu papel nesse contexto ainda não é bem definido 

(BROXMEYER & WILLIAMS, 1988; LARDON et al., 1997). Sabe-se que, em estudos 

experimentais observou-se que TNF-α induzido pela infecção por  age em 

sinergia com GM-CSF na formação de colônias granulocítico-macrofágicas, porém 

TNF-α sozinho não possui qualquer efeito. Além disso, TNF-α produzido por linfócitos 

T derivados da medula, aumentam a proporção de células-tronco multipotentes e 

previne a apoptose das CTH (REZZOUG et al., 2008). Este achado, juntamente com os 

dados obtidos neste estudo, corrobora com nossa hipótese, de que  

utiliza as CTH como um reservatório para se evadir do sistema imune, mantendo assim 

a infecção latente. Além disso, sugerimos que a expressão aumentada de TNF-α 

encontrada em nosso estudo, poderia estar também relacionada com as alterações 

hematopoéticas.  

Após a hematopoese , observamos um grande número de colônias da 

linhagem eritroide após 14 dias, nas culturas de CTH infectadas por 

além de um percentual aumentado de células CD235+. Estudos experimentais relatam 

um aumento na mielopoiese em culturas de CTH estimuladas com  

(COTTERELL at al., 2000). Nossos resultados corroboram com os achados de Lafuse et 

al (2013), que também observaram uma frequência aumentada de unidades formadoras 

de colônia eritrocítica (CFU-E), após infecção experimental de  em hamster 

dourado. É sabido que anemia é um dos principais achados clínicos durante a LV 

(COSTA et al., 2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Assim, o aumento encontrado 

no número de colônias vermelhas após infecção por , parece um 

resultado controverso. Porém, alguns estudos relatam que a anemia observada em 

pacientes com LV ocorre por uma falha na diferenciação de precursores eritroides. 

Alguns estudos revelam que análises de biópsias de pacientes portadores de LV indicam 

hiperplasia com presença de eritroblastos anormais, incluindo eritroblastos em tamanho 

maior que o normal, com lisossomos gigantes, núcleo contendo pouca cromatina 

condensada, além de eritroblastos multinucleares (KUMAR et al., 2007; 



WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987). Além disso, a expressão 

diminuída de genes que promovem a diferenciação eritroide (alpha-globina, beta-

globina e ALAS2) também tem sido relatada, indicando bloqueio na diferenciação de 

eritrócitos (LAFUSE et al., 2013). Dessa forma, apesar de números maiores de colônias 

eritroides observadas nas culturas na presença de , uma falha na sua 

diferenciação poderia culminar em quadros de anemia frequentemente observados na 

LV. 

Alterações hematopoéticas são um dos principais achados nos estudos de 

infecção de células da medula óssea por e também em estudos que 

envolvem indivíduos imunossuprimidos portadores de LV. Na Parte I do presente 

trabalho, observamos que a presença de  altera a hematopoese  e 

que existe um número expressivo de colônias eritroides formadas após 14 dias de 

cultivo de células-tronco infectadas por promastigotas de . Células-

tronco hematopoéticas permanecem geralmente em um estado quiescente, mas podem 

ser estimuladas sob condições de estresse, como por exemplo, durante uma infecção. 

Nesse contexto, elas são capazes de se proliferar e diferenciar para reabastecer as 

progênies, após a morte celular ou apoptose (BALDRIDGE et al., 2011). Dessa forma, a 

presença de células infectadas por  poderia servir como estímulo, 

aumentando assim a diferenciação celular. De acordo com as funções desempenhadas 

pelas sirtuínas, como o controle da homeostase celular por meio da apoptose, estas 

proteínas parecem ter um papel crucial na modulação da sobrevivência ou morte de 

células hospedeiras no contexto da infecção por . Um dos mecanismos de 

evasão do sistema imune é a manipulação da apoptose em APCs, como macrófagos e 

células dendríticas, por  (AKARID et al., 2004).  

Cotterell et al. (2000) encontraram níveis elevados de GM-CSF e mRNA da 

citocina TNF-α em culturas de células na presença de amastigotas de , na 

ausência de estímulo prévio com fatores de crescimento. O papel de TNF-α tem sido 

extensivamente investigado no contexto da LV como um potente agente pró-

inflamatório. Esta citocina pode participar na regulação da hematopoese, porém seu 

papel nesse contexto ainda não é bem definido (BROXMEYER & WILLIAMS, 1988; 

LARDON et al., 1997). Sabe-se que, em estudos experimentais TNF-α induzido pela 

infecção por  age em sinergia com GM-CSF na formação de colônias 

granulocítico-macrofágicas, porém TNF-α sozinho não possui qualquer efeito. Além 



disso, TNF-α produzido por linfócitos T derivados da medula, aumenta a proporção de 

células-tronco multipotentes e previne a apoptose das CTH (REZZOUG et al., 2008). 

No presente estudo, o alto percentual de fagocitose observado nas CTH, juntamente 

com a produção de TNF-α por essas células corroboram com a hipótese de que a 

 utiliza as CTH como reservatório para driblar o sistema imune, e a 

produção de TNF-α como consequência da infecção, altera o perfil de hematopoese e 

previne a morte das células infectadas, favorecendo a manutenção da infecção.  

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, o estudo do papel das sirtuínas 1 e 

6 no contexto da infecção de células-tronco hematopoéticas por  é bastante 

relevante, uma vez que observamos alterações no número de colônias obtidas ao final da 

hematopoese  e um dos nossos principais achados foi o alto percentual de 

células-tronco produtoras de TNF-α pós-fagocitose. Durante a diferenciação celular, 

SIRT1 possui uma participação clara na prevenção da apoptose induzida por estresse 

oxidativo (OU et al., 2014). Assim, SIRT 1 regula não apenas o programa de transcrição 

durante a diferenciação celular, mas também controla a resposta da célula ao estresse 

intrínseco e extrínseco durante a diferenciação (YU; DANG, 2016a). Em nosso estudo, 

SIRT 1 parece desempenhar um importante papel nas células infectadas por  

durante a hematopoese . Observamos que as células infectadas têm maior 

expressão do gene de SIRT 1, em relação ao gene de expressão constitutiva, β-tubulina, 

durante a hematopoese, sugerindo que a presença do parasito, modula a célula infectada 

favorecendo a sobrevivência da mesma e, consequentemente, o sucesso da infecção. 

Moreira et al (2015) demonstraram que a via de SIRT 1 está alterada na presença de 

, e esta alteração é crucial para a sobrevivência do parasito, uma vez que altera 

o perfil bioenergético da célula. Em nosso trabalho, nós não avaliamos aspectos 

metabólicos, mas as alterações de expressão observadas nas células infectadas sugerem 

que esse mecanismo possa estar ocorrendo.  

Além de SIRT1, SIRT6 também tem um papel bem definido durante a 

diferenciação celular. Além disso a participação de SIRT6 na regulação da expressão de 

TNF-α, coloca esta molécula também no contexto inflamatório. Uma vez que a presença 

de na célula induz a ativação de diversos mecanismos pró-inflamatórios, 

como produção de ROS, liberação de citocinas e outros mediadores inflamatórios, foi 

de nosso interesse avaliar a expressão gênica de SIRT6 no contexto da diferenciação 

celular de células infectadas por . De forma interessante, observamos que 



esta sirtuína está bastante expressa no tempo 0 (T0), após duas horas de interação com o 

parasito, sugerindo que SIRT6 esteja participando na regulação positiva da expressão de 

TNF-α nos momentos iniciais da infecção, diferente de SIRT1, que parece atuar em 

todo o processo de hematopoese na presença de . Já foi demonstrado que 

animais deficientes para SIRT6 tem a expressão de TNF-α bastante reduzida, o mesmo 

ocorre , ao tratar culturas de linhagens celulares com inibidores de SIRT6 (VAN 

GOOL et al., 2009). Em nosso estudo, observamos um alto percentual de células 

produtoras de TNF-α após 6 horas de cultivo celular na presença de  somado 

ao aumento na expressão gênica de SIRT6 no tempo 0, sugerindo fortemente a 

regulação dessa citocina por SIRT6 no contexto da infecção por , dado ainda 

não reportado na literatura. 

Diante disso, com os dados obtidos nessa parte do estudo, podemos sugerir que 

há participação das sirtuínas 1 e 6 no contexto da infecção de células-tronco 

hematopoéticas por , pois a expressão gênica das mesmas encontra-se 

alterada ao longo da diferenciação celular nas culturas infectadas por . 

Já foi relatado que durante a sepse experimental induzida por LPS via TLR4 em células 

THP-1, há participação de SIRT1 e SIRT6 em conjunto na mudança do perfil 

bioenergético da célula, promovendo a restauração da homeostase (LIU et al., 2012). 

Dessa forma, o presente estudo impulsiona a investigação mais profunda do papel 

dessas sirtuínas no contexto da infeção e do papel da  na modulação imuno-

metabólica das células hospedeiras. 

A avaliação da infecção de CTH por  e as consequências da presença 

do parasito no contexto funcional da medula óssea são extremamente importantes nos 

casos de LV em indivíduos imunocomprometidos. Além disso, avaliar estes aspectos 

utilizando amostras de células-tronco humanas é uma oportunidade rara de compreender 

melhor a dinâmica da infecção por , enquanto a vasta maioria dos 

estudos utilizam apenas modelos murinos e linhagens celulares primárias. Diante de 

nossos resultados, podemos demonstrar que células-tronco da medula óssea, ainda que 

indiferenciadas, são capazes de fagocitar  e responder à infecção através da 

produção de citocinas. A citocina encontrada em maior percentual nas CTH foi TNF-α, 

que atuaria tanto em mecanismos efetores causando a morte do parasito, mas também 

contribuiria para a infecção, prevenindo a apoptose das CTH e aumentando sua 

proliferação.  Observamos também que a alta expressão de SIRT6 nos momentos 

iniciais da infecção poderia estar relacionada com os níveis TNF-α encontrados. 



Destacamos também que, monócitos e granulócitos apresentaram alta capacidade 

fagocítica, tornando-se importantes produtores de citocinas pró-inflamatórias e 

moduladoras. Interessantemente, a presença de  induziu um perfil 

distinto de hematopoese , favorecendo a proliferação de colônias eritroides e 

alterando o perfil fenotípico das progênies celulares. É importante ressaltar que SIRT1 

parece estar relacionada com esse perfil distinto de diferenciação, uma vez que o gene 

que codifica esta enzima estaria mais expresso durante a diferenciação das células 

infectadas por . 



 

 Diante dos resultados obtidos, o presente estudo mostrou que as CTH 

indiferenciadas, ou seja, aquelas que ainda não estão comprometidas com nenhuma 

linhagem celular específica, são capazes de fagocitar formas promastigotas de 

. Vimos também que monócitos e granulócitos fagocitam  em 

menor proporção quando comparados com as CTH, reforçando a importância dessas 

células no contexto da infecção de células da medula óssea. Além disso, observamos 

que as CTH produzem citocinas pró-inflamatórias e moduladores, após a internalização 

de , principalmente TNF-α. Interessantemente, vimos que o gene que 

codifica a SIRT6 também encontrou-se mais expresso nos momentos iniciais da 

infecção, indicando uma possível relação com a alta produção de TNF-α. Nós 

observamos que leucócitos derivados da medula-óssea, linfócitos, monócitos e 

granulócitos também produzem citocinas IL-4, IL-10, IFN-γ e TNF-α em resposta à 

infecção por . Além disso, foi possível verificar que a infecção de CTH 

por  altera o perfil da hematopoese , aumentando o número de 

colônias da linhagem eritroide e que esta alteração pode estar relacionada com a 

expressão aumentada de  nas células infectadas por  durante a 

diferenciação celular. Por fim, observamos que a infecção de CTH por  

altera o perfil fenotípico das progênies celulares, após hematopoese . 

Com o estudo realizado, concluímos que a infecção por  foi 

capaz de induzir alterações significativas diferenciadas na hematopoese e no perfil 

funcional das progênies, interferindo no número de progênies derivadas da linhagem 

eritroide. Concluímos ainda que, a infecção por  altera a expressão de 

citocinas e sirtuínas e essas moléculas parecem desempenhar um papel importante na 

criação de um microambiente que, ao mesmo tempo, favorece a hematopoese e a 

manutenção da infecção. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE 

 

"Avaliação da taxa de infecção in vitro de células-tronco humanas derivadas da 

medula óssea por Leishmania infantum, Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi 

e o impacto da infecção na hematopoese e no perfil fenotípico-funcional das 

progênies” 

" in vitro

 Leishmania infantum, Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi 

 

Leishmania 

infantum Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi, 

.  

 



 



Concordo em doar uma amostra de sangue já coletada e destinada à descarte para ser usada 

na Avaliação da taxa de infecção in vitro de células-tronco humanas derivadas da medula 

óssea por Leishmania infantum, Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi e o impacto da 

infecção na hematopoese e no perfil fenotípico-funcional das progênies e atesto que recebi 

uma cópia deste termo. 


