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CARNEIRO, Marcia Weber. Expressdo génica associada a producao de IFNG na
resposta inicial a Leishmania braziliensis. Tese (Doutorado) — Fundacdo Oswaldo
Cruz, Instituto de Pesquisas Gonc¢alo Moniz, Salvador, 2014.

RESUMO

Células de voluntérios saudaveis, expostas in vitro a Leishmania, podem
produzir altos niveis de IFNG na primeira exposi¢cdo ao parasita, caracterizando 0s
individuos como alto respondedores (AR), ou baixos niveis de IFNG, caracterizando
os individuos baixo respondedores (BR). O objetivo deste estudo foi estudar o perfil
de expressao génica associado ao padrao de producdo de IFNG de individuos AR e
BR. Também avaliamos se as assinaturas génicas identificadas nos individuos AR e
BR se associam com o padrédo de resposta imune observado em individuos de area
endémica identificada como subclinicos (SC) ou portadores de Leishmaniose
Cutanea Localizada (LC). Inicialmente, Células Mononucleares do Sangue Periférico
(CMSP) de voluntarios saudaveis foram estimuladas in vitro com Leishmania
braziliensis e identificamos individuos AR (com producdo de IFNG acima de 330
pg/ml) e individuos BR (com producdo abaixo de 215 pg/ml). Em seguida,
analisamos a expressao g@génica desses individuos utilizando microarranjos e
validamos a expressdo de alguns genes por PCR em tempo real. Individuos AR
apresentaram 32 moléculas moduladas significativamente, sendo que 27 foram
moduladas positivamente e apenas 5 negativamente. Por outro lado, nos individuos
BR, 28 moléculas foram moduladas significativamente, sendo 18 positivamente e 10
negativamente. Utilizando o programa IPA, as moléculas moduladas nos individuos
AR foram associadas a uma rede envolvendo resposta antimicrobiana, resposta
imune humoral e sintese de proteinas. Nestes individuos, a via de sinalizacédo
canbnica mais significativa estd associada com a comunicacdo entre o sistema
imune inato e adaptativo. Em individuos BR, os genes significativamente modulados
foram associados a uma rede envolvendo a resposta imune humoral, sintese de
proteina e sinalizacdo celular. Nestes individuos, a via candnica mais significativa
estd associada com a resposta de receptores do tipo Toll. Selecionamos um grupo
de genes (IFNG, IFI27, IL6, IRF1, TNF, IL10, CXLC10 e, JAK2), entre o0s
diferencialmente modulados, e a expressdo desses foi validada por PCR em tempo
real, tanto nos individuos AR quanto nos BR. Por fim, a expresséo desses genes foi
avaliada em CMSP de pacientes com LC e em individuos SC, apds o estimulo com
L. braziliensis. Assim, foi possivel determinar uma assinatura no qual os individuos
SC apresentam maior expressdo (p<0.01) de CXCL10, IFI27 e IL6, como nos
individuos AR, enquanto os pacientes com LC apresentam menor expressao dessas
moléculas, como nos individuos BR. Deste modo, outras moléculas, que ndo as
citocinas classicas IFNG e IL10, podem ter seu perfil de expressdo associado ao
desenvolvimento ou ndo da LC.

Palavras-chaves: Leishmaniose Cutanea Localizada, L. braziliensis, PCR em tempo
real, expressao génica, redes, microarranjo



CARNEIRO, Marcia Weber. Gene expression associated to IFNG production at initial
response to infection with Leishmania braziliensis. Tese (Doutorado) — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2014.

ABSTRACT

Naive volunteers exposed to Leishmania in vitro can be high IFNG producers,
characterizing a high-responder (HR), or low IFNG producers, characterizing a low-
responder (LR). The purpose of this work is to characterize the gene expression
profile associated to IFNG production in HR and LR individuals. Formerly, we
analyzed if the gene signature identified could be associated with the pattern of
immune response in individuals from endemic areas identified as subclinical (SC), or
patients with Localized Cutaneous Leishmaniasis (LC). Initially, we stimulated
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) from healthy volunteers in vitro with
Leishmania braziliensis where we identified HR (IFNG production above 330 pg/ml)
and LR (IFNG production below 215 pg/ml). Next, we analyzed the expression of
314 genes using real time PCR arrays. HR presented 32 significantly modulated
molecules, being 27 positively modulated and only 5 negatively modulated. Still, LR
presented 28 significantly modulated molecules, and that 18 were positively
modulated and 10 negatively. Employing Ingenuity software, we associated
molecules detected in HR with network involving antimicrobial response, humoral
immune response and protein synthesis. In these individuals, the most significant
canonical pathway associated was the communication between innate and adaptive
immune cells. In LR, there was an association of identified genes with humoral
immune response, protein synthesis and cellular signaling network. In these
individuals, the most significant canonical pathway associated was role of pattern
recognition receptors. We selected a group of genes, between the most modulated
genes (IFNG, IFI27, IL6, IRF1, TNF, IL10, CXLC10 and JAK2), and their expression
were validated by real time PCR, in both HR and LR individuals. At last, we analyzed
the expression of this selected genes in PBMCs from patients with LC and in SC
individual. In this manner, we were able to determine a signature that SC individual
express more (p<0.01) CXCL10, IFI27 and IL6, as in HR, while LC patients express
less, as in LR. This way, there are molecules, other than the classical IFNG and IL10,
which correlates with disease progression or not.

Keywords: Localized Cutaneous Leishmaniasis, L. braziliensis, real time PCR, gene

expression, networks, microarrays



Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

LISTA DE FIGURAS

Reproducédo da planilha de andlise de dados do RT? Profiler™ PCR

Representacao gréfica dos tipos de relacdo e da funcdo dos genes

ANAliSAdOS PEIO TPA.......eeeeeeeeee et

Rede de resposta antimicrobiana, resposta imune humoral e sintese de

0L (01 (=T = 1=

Rede de interagéo dos 32 genes modulados significativamente nos

TaTo [NV [T T Y ST

Detalhe da Via candnica associada a comunicacao entre células do

sistema imune inato e adaptativo.............ccccoe oo,

Rede de resposta imune humoral, sintese de proteinas e sinalizacéo e

INEracan entre CEIUIAS.........cooiiuiiieiieie e

Rede de interacdo dos 28 genes moduladas significativamente nos

TaTe [\ViTo [N 1T =1 = SRR

Detalhe da Via candnica associada com o papel dos receptores do tipo

Validagdes por PCR em tempo real dos genes CXCL10, TNF e IL6, em

INAIVIAUOS AR € BR... oo et

Validag¢des por PCR em tempo real dos genes IRF1, IFI27 e IFNG, em
INAIVIAUOS AR € BR....ooiiece et e
Validacdes por PCR em tempo real dos genes IL10 e JAK2, em

INAIVIAUOS AR € BR... ettt

Expressao dos genes CXCL10, IL6 e IFI27 em individuos SC e em
pacientes com LC por PCR em tempo real..........c.eevvevvveveveeieeieeeeeeeeeeeeeen,
Expressao dos genes TNF, IRF1 e JAK2 em individuos SC e em
pacientes com LC por PCR em tempo real.........ccccceevevvveeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeen,
Expresséo dos genes IFNG e IL10 em individuos SC e em pacientes
com LC por PCR em tempPO Feal..........uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeaeeee

Producao de IFNG e IL10 em pacientes LC e em individuos SC..............

29
31

35

37

39

41

43

45

47

49

50

51

52

53

54
55



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS

Producgé&o de IFNG em voluntarios saudaveis, apos estimulo com L.

o] 7= V4 =T 1S3 PSPPSR
Genes com expressao modulada nos individuos AR........c.cccceeeviviieinnnnen,
Genes com expressao modulada nos individuos BR...............ccc.cceeenni.

Genes cuja expressao foi modulada tanto nos individuos AR gquanto

Resumo da andlise IPA mostrando as principais redes encontradas e as

suas respectivas fungdes, em individuos AR..........c.ccccccevieiiieiieeeeeeeeeee,
Resumo da analise IPA mostrando as principais vias canénicas, a partir
dos genes modulados significativamente nos individuos AR....................
Resumo da andlise IPA mostrando as principais redes encontradas e as
suas respectivas fungdes, em individuos BR................cccoooviiiiiiiiiiininnn,
Resumo da analise IPA mostrando as principais vias candnicas, a partir
dos genes modulados significativamente nos individuos BR....................

Parametros clinicos e Epidemiolégicos dos individuos SC e com

28

32

33

34

36

40

42

46

52



11
1.2
1.3
1.4

15

3.1

4.1
4.2
4.3

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8

6.1
6.2

6.3

6.4
6.5

0

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt
LEISHMANIOSES. ....cooeeeee oottt e ettt e e et e et et e eeesee e
ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR.....coooeeeeeeeeereeennns
RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE .......uviteeeeeeeeeeeeee e e e eeeeeee s,
ASPECTOS MOLECULARES NA INTERACAO PARASITO-

HOSPEDEIRO ... eeeete et e et et e et et e e et e et e et e et e et e et et e e e eeeeeeenenes
BIOLOGIA DE SISTEMAS: ANAlISE de reaesS. .....ovieie it eeeaeae e
JUSTIFICATIVA ettt ettt et e et et et e eeenee e
OBUJIETIVO GERAL ...ttt ee e e e e eee e
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... oottt eee e aes
DESENHO EXPERIMENTAL ..ttt eee e e e e e seee s
IDENTIFICACAO DE INDIVIDUOS AR E BR.....ocoviitiieiceieeieee e
VALIDACAO DA ASSINATURA GENICA EM INDIVIDUOS AR E BR.....ccc.co........
VALIDACAO DA ASSINATURA GENICA PACIENTES COM LC E EM
INDIVIDUOS SC.eeeee e e et et e et et e e e et e e e et e e et e eeeeeeeeenen,
IMETODOS . ..ottt ettt et et e e et e e e et e et e et e et e e et e e e e e
AREA DE ESTUDO ...ttt e eee et e et et e e e eeeeeaeeeeeeeeeeaee e e
SUJEITOS DA PESQUISA. ...ttt et e e e e et e etee e e e e eeeeaeeaeaeas
CULTURA DE LEISHMANIA ... ...ttt et e e eeeeee e e eaeeaeeesaeeseeaeeeees
OBTENGCAO DE CELULAS E ESTIMULO COM LEISHMANIA........c..ccoovvererennne.
DOSAGEM DE CITOCINAS. ..ottt eee e e et e e e e et e e e eeeeeeeeeeaee e e
ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE MICROARRANJOS............
VALIDACAO DOS GENES SIGNIFICATIVAMENTE MODULADOS......................
ANALISE ESTATISTICA .ttt ettt ettt ettt e et e e e e et e e e,
RESULTADOS. ..ottt et ee et e e et e e e et e e e et e seeeeeeree e,
DEFINICAO DE INDIVIDUOS AR E BR......cuviiviiitieeeeeeeeee et
AVALIACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA NOS INDIVIDUOS AR E

ANALISES DAS MOLECULAS MODULADAS SIGNIFICATIVAMENTE NOS
INDIVIDUOS AR E BR....outeeieeeeieeeeeeee e ee et e e e e e ettt et e e e e e st e e e e e e seeee e aeeeenaaa
VALIDACAO DOS GENES PRINCIPAIS. ......coiiiiee it e e e evaee e
AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES PRINCIPAIS E AVALIACAO DA
PRODUCAO DE CITOCINAS EM INDIVIDUOS SC E PORTADORES DE

DISCUSSAD .ttt e et e e e et e e e ee e,
CONGCLUSAO . ..ottt ettt e et e e e s
REFERENCIAS. ..ottt ettt e et et e e e e eee e
APENDICE Lttt ettt ee et e e et e et e et e e et e et e et e e e e e e et e e e eaae s
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO..........

51
56
63
64
73
75



12

1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que tém como agente
etioldgico os protozoarios do género Leishmania. Estes protozodrios sdo parasitos
intracelulares obrigatorios, digenéticos (heteroxenos), encontrados na forma
flagelada promastigota no trato digestivo do vetor flebotomineo do género
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo). No hospedeiro vertebrado,
este parasito se encontra na forma amastigota, sem flagelo livre, no interior de
células do sistema fagocitico mononuclear. A transmissdo da Leishmania ocorre
quando a fémea do vetor flebotomineo infectado, ao realizar seu repasto sangtiineo,
pica um hospedeiro mamifero e inocula junto com a saliva as formas promastigotas
metaciclicas na derme. Estas formas séo fagocitadas por macrofagos e se instalam
no interior do vacuolo parasitéforo. Dentro do vacuolo, o promastigota diferencia-se
em amastigota, que prolifera por divisdo binéria. Apos sucessivas divisdes, o
macréfago se rompe, liberando amastigotas que serdo fagocitados por novas

células, propagando a infec¢cdo no hospedeiro vertebrado (NEVES, 1998).

O género Leishmania pode ser dividido em dois subgéneros: o subgénero
Leishmania, que engloba espécies do complexo Leishmania donovani e Leishmania
mexicana, e o subgénero Viannia que engloba o complexo Leishmania braziliensis
(LAINSON et al., 1987). Existem aproximadamente 21 espécies de Leishmania,
transmitidas por aproximadamente 30 espécies de fleb6tomos (revisado em
CUNNINGHAM, 2002). As espécies de Leishmania que infectam o homem tém
ampla distribuicdo mundial. Estdo presentes em todos os continentes, com excegao
da Oceania, e s&o endémicas em 98 paises das Américas do Sul e Central, Africa e
Asia. Mais de 90% dos casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) ocorrem no Ir3,
Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita, Brasil e Peru e mais de 90% dos casos de
Leishmaniose Visceral (LV) ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiépia, india, e Sudo.
Estima-se que cerca de 40% do mundo possui areas endémicas para Leishmaniose.
A incidéncia anual é de 0.7 a 1.2 milhdes de novos casos de LT e 0.2 a 0.4 milhdes
novos casos de LV (OMS, 2014).
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1.2 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é causada, no Brasil, pela L. braziliensis e
L. amazonensis (revisado em BARRAL et al., 1995). Esta forma clinica apresenta
um grande espectro de manifestacbes, sendo as principais formas a cutanea-
localizada (LC) e a cutaneo-mucosa (LM). A LC é caracterizada por lesfes isoladas
ou escassas no local da picada do inseto vetor. Estas lesbes podem se tornar
ulceradas com o fundo necrético e bordas elevadas e, ocasionalmente, lesdes
verrugosas sado observadas (revisado em MARSDEN, 1986). Um achado clinico
comum € a linfadenopatia regional, que pode proceder ao aparecimento das lesdes
(BOMFIM et al., 2007). Alguns casos evoluem para a cura espontanea, entretanto, a
maioria requer tratamento com drogas leishmanicidas (COSTA et al., 1990;
MARSDEN et al.,, 1984). Pacientes com LC apresentam reacdo positiva ao teste
cutdneo com antigeno de Leishmania (Teste de Montenegro), indicando que ha uma
resposta imune celular contra o parasito (CASTES et al., 1983). Além da resposta
celular, ha o desenvolvimento de uma resposta humoral ndo protetora, que se inicia
com a producéo de IgM, seguida pela producéo de IgG1, IgG2 e IgG3 (RODRIGUEZ
et al.,, 1996). A LM caracteriza-se por lesdes agressivas ha mucosa oral, levando a
destruicdo do tecido orofaringeo (revisado em CHANCE, 1981). O comprometimento
das mucosas aparece normalmente anos apés a lesdo primaria, por disseminacao
hematogénica. Pacientes com LM também apresentam o teste de Montenegro
positivo (revisado em MARSDEN, 1986).

1.3 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE

A Leishmania é uma parasita intracelular obrigatério. Apds a inoculacdo da
Leishmania na derme do hospedeiro vertebrado pelo vetor, os parasitos sao
fagocitados por macrofagos residentes ou por neutroéfilos recrutados pela picada do
inseto, induzindo uma resposta inflamatoria. Esta resposta inflamatoria inicial pode
determinar o sucesso da infeccdo (VENUPRASAD et al., 2002). Macrofagos
humanos e murinos podem ser ativados in vitro por IFNG, induzindo a atividade
leishmanicida, responsavel pelo controle da infeccdo (MURRAY et al, 1981;
NATHAN et al., 1983). Assim, os linfécitos T modelam a resposta imune do

hospedeiro através da liberacdo de citocinas, como IFNG, que direcionam a
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resposta imune para o padréo de protecao e essa protecao depende da ativacao dos
macrofagos para eliminar os parasitas intracelulares (KAYE e SCOTT, 2011). Apés a
apresentacao de antigenos via MHC classe | as células T CD8+ e via MHC classe Il
as células T CD4+, ocorre o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, com
consequente controle do patégeno e/ou o desenvolvimento da patologia (revisado
em CARVALHO et al., 2012). A producéo de IL12 desempenha um papel importante
pois ela induz a resposta do tipo Thl e a producdo de IFNG e TNFA por células T
CD4", as quais ativam os macréfagos para eliminagdo do parasita (ANTONELLI et
al., 2004; OLIVEIRA et al.,, 2011). As células T CD8", por sua vez, podem
desempenhar um papel na resposta imune protetora (DA-CRUZ et al., 1994) ou
podem contribuir na patologia observada na forma da LC (SANTOS et al., 2013).
Além da producdo de citocinas, em menor quantidade do que as células T CD4", as
células T CD8" expressam moléculas citoliticas como as granzimas e as perforinas.
A progressao da lesdo na LC foi associada com um aumento na frequéncia de
granzima (FARIA et al., 2009). Os fatores que influenciam o desfecho da infec¢ao
por Leishmania dependem da espécie do parasito e da resposta imunolégica, mas a
carga genética do hospedeiro também desempenha papel importante em determinar
a resisténcia ou susceptibilidade a doenca (ROSAS et al., 2005).

Quanto as formas clinicas, Bacellar e colaboradores (BACELLAR et al.,
2002) encontraram um predominio da resposta imune Th1l nos pacientes com LC e
LM, caracterizada por uma alta producédo de IFNG e TNFA, a qual ndo € modulada
pelas citocinas IL10 ou TGFB. Outros investigadores detectaram claramente IL13 e
IL4 ap6s o desenvolvimento inicial da lesdo, sugerindo que citocinas Th2
apresentam papel na imunorregulacao inicial (VON STEBUT e UDEY, 2004). Além
disso, CMSP de pacientes curados de LM e estimuladas com L. braziliensis
apresentaram concentracdes mais altas de IFNG e baixas de IL10 quando
comparados com células de pacientes curados de LC (GOMES-SILVA et al., 2007).
Corroborando estes achados, Carvalho e colaboradores também demonstraram que
pacientes com LM apresentam niveis mais elevados de citocinas pré-inflamatérias
do que pacientes com LC (CARVALHO et al., 2007). Portanto, pacientes com LC
apresentam um balanco na resposta imune inflamatoria e anti-inflamatéria, que
permite o controle da infeccdo com minimizagao de danos teciduais. Por fim, no
aspirado do linfonodo de drenagem da lesdo de pacientes com LC, observou-se um

aumento de IL10; tal citocina pode modular a resposta imune e favorecer a
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persisténcia do parasito, justificando a existéncia de pacientes com LC cronica ou
com LM (BOMFIM et al., 2007).

Quanto ao sitio de infec¢do, observou-se que a lesdo de pacientes com LC e
LM apresenta uma intensa reacdo inflamatéria, caracterizada por uma
predominéancia de linfocitos e macrofagos, com poucos parasitas (BRENTANI et al.,
1991) e foi encontrado um predominio de IFNG sobre IL4 (CACERES-DITTMAR et
al., 1993). A cura da infeccdo esta associada a producdo de IFNG, enquanto a
presenca de IL4 esta associada com a persisténcia da lesdo. Por outro lado, na
lesdo de pacientes com LM, foram encontradas ceélulas Thl7 associadas com
neutrofilos, o que sugere que a IL17 esta envolvida na patogénese da forma mucosa
(BOAVENTURA et al., 2010). Também ja foi demonstrado que, em bidpsias da lesédo
de pacientes com LC, a expressdo aumentada de granzima esta correlacionada ao
tamanho da lesdo (SANTOS et al., 2013) e os autores sugerem entdo que as células
T CD8+ tém papel importante nessa patogénese. J& Novais e colaboradores
(NOVAIS et al., 2014) demonstraram uma maior expressdo de genes associados a
radicais reativos de oxigénio (ROS) em bidpsias de pacientes com LC, quando
comparado a pele normal, e que o ROS é capaz de inibir o crescimento das formas
amastigotas em monacitos.

Existem ainda individuos residentes de area endémica que ndo desenvolvem
a doenca, mas que sao positivos para o teste de Montenegro: estes individuos sao
denominados subclinicos (SC) (FOLLADOR et al., 2002). A ocorréncia de individuos
SC sugere que pessoas expostas ao parasita podem se infectar e ndo desenvolver a
doenca (BITTAR et al., 2007a). Os individuos SC produzem baixos niveis de IFNG e
TNFA quando comparados aos pacientes com LC (FOLLADOR et al., 2002). Além
disso, os individuos SC apresentam menor resposta linfoproliferativa e menor
producado de IL10 quando comparados aos pacientes curados de LC (BITTAR et al.,
2007b). A auséncia de doenca em individuos SC pode ser explicada por sua
capacidade de produzir niveis ideais de IL10. Estes niveis mantém um equilibrio
entre as fungdes efetoras e reguladoras, capaz de controlar a infeccdo e de modular
a resposta imune, impedindo que haja lesao tecidual (GIUDICE et al., 2012). Todos
estes estudos caracterizaram os individuos SC através da resposta positiva ao teste
cutaneo para Leishmania. Porém, Schnorr e colaboradores demonstraram que, além
deste teste, a producdo de IFNG especifico para Leishmania também deve ser
avaliada nestes individuos (SCHNORR et al., 2012).
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1.4 ASPECTOS MOLECULARES NA INTERACAO PARASITO-
HOSPEDEIRO

No caso das leishmanioses, a identificacdo de genes regulados apos a
infeccdo permite identificar mecanismos de sobrevivéncia deste parasito
(AKOPYANTS et al., 2004). Seguindo essa linha, Buates e Matlashewski foram os
primeiros a caracterizar a modulacdo da expressdo de genes em macréfagos
murinos, durante a infecgdo com L. donovani (BUATES e MATLASHEWSKI, 2001).
Eles avaliaram, por microarranjos, a expressdo de 588 genes ap0s 4 dias de
infeccdo. Os autores encontraram 37% destes genes regulados negativamente e
apenas oito com regulacdo positiva, ou seja, com aumento na expressdo. Estes
resultados reforcam a idéia de que o parasito desativa os macréfagos, permitindo
assim sua sobrevivéncia. Rodriguez e colaboradores, também utilizando
microarranjos, estudaram a expressdo génica de macrofagos murinos infectados
com L. chagasi. Eles relataram que genes que codificam citocinas que participam da
inducdo de resposta Thl estdo modulados negativamente. Por outro lado, genes
associados a resposta Th2 estavam modulados positivamente. Assim, estes
resultados sugerem que macrofagos infectados com L. chagasi apresentam perfil de
ativacdo hibrido mais caracteristico da via alternativa ou tipo Il de ativacdo de
macréfagos (RODRIGUEZ et al., 2004). Ja Probst e colaboradores demonstraram
que macrofagos de camundongos CBA infectados com L. amazonenses apresentam
inducéo de genes relacionados com o metabolismo dos lipideos, modulando assim
0s vacuolos parasitéforos permitindo sua sobrevivéncia. Ja& os macréfagos de
camundongos C57BL/6 infectados apresentaram inducdo de genes relacionados
com apoptose e fagocitose, o que permitiria a resisténcia a infec¢cdo (PROBST et al.,
2012).

Em humanos, Dogra e colaboradores analisaram a diferenca na expressao
génica de mondcitos infectados por L. major, na presenca ou nao de IFNG,
utilizando microarranjos. Houve uma diferengca na expressédo de 741 genes apos a
infec¢@o por L. major, ao comparar com macrofagos néo infectados. Na presenca do
IFNG, um numero significativo de genes apresentou uma regulacdo alterada em
mais de dez vezes. Entretanto, a presenca do parasito inibiu esta resposta. Conclui-

se que a infeccdo por L. major modula significativamente a expressao génica no



17

macréfago. Entre os genes identificados, foi possivel destacar aqueles relacionados
com a resposta imune inata, adeséo celular, degradacao proteossdmica, expressao
de receptores tipo Toll, moléculas de sinalizacdo e metaloproteinases da matriz
(DOGRA et al., 2007).

Ramirez e colaboradores utilizaram a técnica de microarranjo para
compreender as diferencas na expressao génica de macréfagos humanos infectados
com L. panamensis (RAMIREZ et al., 2012). Nas primeiras 24h de infeccéo, eles
encontraram 0S maiores niveis de ativagdo e as mudancas foram
predominantemente de regulacao positiva. Os genes regulados positivamente estao
relacionados com vias que envolvem o metabolismo de eicosanoides, estresse
oxidativo, receptores do tipo Toll, etc. Este trabalho demonstrou que a resposta
inicial dos macréfagos infectados € importante para o desenvolvimento de uma
resposta protetora no sitio de infec¢cdo. Por outro lado, Lemaire e colaboradores
avaliaram a expressdo de microRNAS em macréfagos humanos infectados com L.
major utilizando a técnica de microarranjo. MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs nao
codificantes que participam na regulacdo de quase todos processos celulares
(BARBATO et al., 2009). Eles encontraram alteracdes na expresséo de 64 dos 365
MiRNAs analisados. Estes 64 miRNAs se relacionam com respostas imune
dependentes de TLR. Assim, os autores concluem que a infeccdo com L. major é
capaz de regular. os miRNAs e, com isso, a funcdo dos macrofagos (LEMAIRE et
al., 2013).

Por PCR em Tempo Real, Teixeira e colaboradores demonstraram que
biépsias de pacientes com LC apresentam aumento na expressao de CCL2 e CCL3,
guimiocinas responsaveis em atrair mondcitos (TEIXEIRA et al.,, 2005). Outro
trabalho demonstrou que o aumento na expressao génica do TLR9 nas lesbes de
pacientes com LC esta associado com a formacdo de granuloma (TUON et al.,
2010). A maior expressdo de TLR9 em mondcitos esta associada com maior
tamanho da lesdo, apresentando papel importante na doencga ativa (VIEIRA et al.,
2013). Mais recentemente, foi demonstrado que biopsias de pacientes com LC
apresentam maior expressao de IL10, TGF, IL4, TNFA, IFNG, 1L12, CCL2, CCL3,
CCL5 e CXCL10. Estas moléculas servem como biomarcadores de leséo recente e
esse resultado sugere que o perfil de expressao génica de citocinas e quimiocinas

esta associado com o tempo de evolucdo da lesédo (COSTA-SILVA et al., 2014).
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Maretti-Mira e colaboradores utilizaram a técnica de RNAseq para comparar o
transcriptoma de células de pacientes com LC e com LM, causadas pela L.
braziliensis (MARETTI-MIRA et al.,, 2012). Os individuos com LM tém menor
expressdo de genes relacionados com a resposta inflamatéria e com a resposta
imune, o que interfere com o controle da infec¢do. Por outro lado, os pacientes com
LC apresentaram uma regulacdo positiva de genes envolvidos com atracdo de
células da imunidade inata e de apresentacdo de antigenos. Assim, 0s autores
demonstraram que existem diferencas importantes no padrao de expressdo génica

em pacientes com diferentes formas clinicas da leishmaniose.

1.5 BIOLOGIA DE SISTEMAS: Andlise de Redes

Dada a interdependéncia entre os componentes moleculares de uma célula,
uma doenca raramente € consequéncia de anormalidades em um dnico gene, mas
sim de perturbacdes em uma rede intracelular complexa. A biologia de sistemas
estuda sistemas biol6gicos através da perturbacdo sistemética (biologicamente,
geneticamente ou quimicamente); monitorando genes, proteinas, e vias; integrando
dados e formulando modelos matematicos que descrevem a estrutura do sistema e
a resposta individual a estas perturbacdes. Desta forma, a cascata de sinalizacao
em uma célula, seja em condi¢do patoldgica ou ndo, € visualizada como uma reacdo
de varios passos que levam a constru¢do de uma rede (IDEKER et al., 2001). Assim,
existem duas categorias de redes dentre uma célula ou organismo para a
compreensao do que determina a expressao da doenca: as redes moleculares e as
redes fenotipicas. As redes moleculares incluem interacdo de proteinas (STELZL et
al., 2005), metabdlitos (JEONG et al., 2000), e redes regulatérias que incluem
fatores de transcricdo (CARNINCI et al., 2005) e de RNA (LEWIS et al., 2005). As
redes fenotipicas incluem a co-expressdo de redes, nas quais 0S genes estdo
conectados quando eles manifestam padrdes de expressdes similares entre duas
doencas diferentes (STUART et al., 2003), e redes genéticas no qual 0os genes se
conectam definindo um fendtipo diferente daquele avaliado apenas através da
alteracdo de um gene (BELTRAO et al., 2010).

Em humanos, assim como em outros organismos, a maioria dos componentes

celulares exercem suas funcdes atraveés de interagdes com outros componentes
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celulares, e a totalidade destas interacdes representam o interatoma humano. O
potencial destas redes é infinito: existem aproximadamente 25000 genes que
codificam produtos, cerca de mil metabdlitos, e um indefinido nimero de diferentes
proteinas e moléculas de RNA funcionais, e assim os componentes celulares que
servem como nos nas redes podem facilmente exceder cem mil. O numero de
interagcOes funcionais relevantes entre os componentes de uma rede provavelmente
€ muito maior e desconhecido (VENKATESAN et al., 2009).

As ferramentas emergentes tais como sequenciamento de genomas em larga
escala e sequenciamento de RNA, oferecem uma plataforma para explorar
sistematicamente ndo apenas a complexidade de uma patologia em particular, mas
também para identificar as relacbes moleculares nos diferentes fenotipos. Avancos
nesta direcdo s&8o essenciais para identificar novos genes relacionados as
patologias, para desvendar a significancia biolégica de mutacdes e para identificar
alvos de drogas e biomarcadores de doencas (BARABASI et al., 2011). Desta forma,
a biologia de sistemas aplicada as doencas humanas oferece uma abordagem Unica
para a compreensdo mais ampla do que acontece em diferentes situacdes

patologicas.

2. JUSTIFICATIVA

Y

Voltando a LC, Pompeu e colaboradores (2001) demonstraram a
possibilidade de se prever a resposta imune a exposicado a L. amazonensis in vivo a
partir de resultados obtidos in vitro. Os autores verificaram que existem dois padrdes
de resposta imune na primeira exposicdo a Leishmania: um padrdo no qual as
células mononucleares do sangue periférico (CMSP), estimuladas in vitro com
promastigotas de L. amazonensis, produziram grandes quantidades de IFNG
(valores entre 505.6 a 1.299 pg/mL) [os individuos com este padrdo de resposta
foram denominados Alto Respondedores (AR)] e outro padrdo segundo o qual os
individuos produziram quantidades menores desta citocina (34.5 a 253 pg/mL)
[denominados Baixo Respondedores (BR)]. Neste mesmo estudo, um segundo
grupo de individuos foi imunizado com antigeno soluvel de L. amazonensis e foi

avaliado quanto a sua capacidade de resposta apés seis meses de vacinagdo. Neste
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momento, os niveis de producdo de IFNG apresentaram valores muito semelhantes
entre os dois grupos. A grande diferenca dos grupos foi a velocidade com que
alcancaram uma resposta imune efetiva. Sendo assim, outra forma de classificacéo
seria “Respondedores Rapidos” e “Respondedores Lentos”. Assim, respostas
obtidas in vitro podem ser utilizadas para predizer a resposta in vivo, uma vez que
este modelo € capaz de mimetizar a resposta imune humana inicial ao parasito
(POMPEU et al., 2001).

Claréncio e colaboradores (2006) demonstraram uma associagao in vivo entre
a quantidade de IFNG produzida por individuos AR e a expressao de TCR VB12 em
voluntarios imunizados com antigeno de L. amazonensis. Com base nestes dados,
utilizando células de individuos residentes em area endémica de LC, caracterizados
previamente como AR, os autores confirmam que células infectadas com a
Leishmania induzem ativacédo de células T e producdo de IFNG (CLARENCIO et al.,
2006).

Ja foi demonstrado que, na infeccdo por M. tuberculosis, os individuos que
apresentam alta producdo de IFNG in vitro apresentam menor chance de
desenvolver uma doenca ativa, enquanto os individuos que desenvolvem baixa
producdo desta citocina apresentam maior chance de desenvolver a doenca
(QUIROGA et al., 2006). Assim, a avaliacdo da expressao génica de células destes
individuos, com diferentes producdes de IFNG, pode fornecer dados importantes
guanto aos mecanismos de protecdo ou de susceptibilidade ao patdgeno.

Diante do exposto acima, tornou-se interessante avaliar de maneira global se
a resposta de individuos AR e BR podem ser definidas com base na expressao
génica, na infeccao por L. braziliensis. Nosso objetivo foi identificar uma assinatura
génica nestes individuos e comparar a expressao desses genes em individuos com
LC com individuos SC, residentes em area endémica, sem histérico desta doenca,
porém reatores ao teste de Montenegro.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de expressédo génica em individuos AR e BR e associar
esse perfil com a resposta a L. braziliensis, em pacientes portadores de LC ou sem

manifestacéo clinica (SC).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar individuos que apresentam diferentes niveis de producao de IFNG (Alto
respondedores - AR ou Baixo Respondendores - BR), apds estimulo com L.

braziliensis;

2) Determinar o perfil de expressdo génica de individuos AR e BR, apo6s o estimulo

com L. braziliensis, utilizando técnica de microarranjos;

3) Confirmar a expressao dos genes identificados em (2) por PCR em tempo real em
individuos AR e BR;

4) Comparar a expressado dos genes identificados em (2) em individuos com LC e
em individuos SC (residentes na area endémica, sem historico desta doenca, porém

reatores ao teste de Montenegro).
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

4.1 IDENTIFICACAO DE INDIVIDUOS AR E BR

IFNG

P W
;ﬁ — A = —> % K
15 voluntarios CMSP L. braziliensis Dosagem de IFNG

4 1

BR
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; ‘tlFN-g ; ‘IFN-g

4.2 VALIDACAO DA ASSINATURA GENICA EM INDIVIDUOS AR
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(n=4) TH1/TH2/TH3
Extragdao de RNA E> Microarranjo E> Quimiocinas e receptores
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4.3 VALIDACAO DA ASSINATURA GENICA PACIENTES COM LC
E EM INDIVIDUOS SC
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5. METODOS

5.1. AREA DE ESTUDO

Os pacientes com LC e os individuos SC foram recrutados no municipio de
Jiquirica, Bahia, onde a leishmaniose € endémica. Jiquirica situa-se no sudoeste da
Bahia distando 258 km de Salvador. O municipio possui uma extensao territorial de
aproximadamente 262 km?, com clima tropical médio, temperatura média de 23°C e

uma populacédo de cerca de 14.000 habitantes.

5.2 SUJEITOS DA PESQUISA

Na etapa inicial do projeto, foram selecionados 15 individuos saudaveis, sem
histéria prévia de infeccdo por Leishmania, residentes de Salvador, BA, uma area
ndo endémica para LT. Estes individuos apresentaram sorologia anti-Leishmania
negativa. Na etapa posterior do trabalho, foram recrutados pacientes com LC e
individuos SC. Os pacientes com LC foram selecionados conforme os critérios
utilizados por Claréncio et al. (2006). Todos o0s pacientes apresentaram lesdes
ativas, teste cutaneo (intra-dérmico de Montenegro) e sorologia anti-Leishmania
positivos. Os individuos SC assintomaticos ndao possuiam histérico de lesbes na pele
sugestivas de Leishmaniose, mas possuiam teste de Montenegro positivo. Todos 0s
participantes foram esclarecidos sobre a finalidade do estudo e 0s riscos inerentes
aos procedimentos; todos concordaram em participar do trabalho e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. Todos os procedimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (pareceres 79/2005 e 177/2008).

5.3 CULTURA DE LEISHMANIA

As formas promastigotas de L. braziliensis (cepa MHOM/BR/01/BA788) (DE
MOURA et al., 2005) foram cultivadas em meio Schneider (Sigma) suplementado
com 10% de soro bovino fetal inativado, L-glutamina (2mM), penicilina (100U/ml),

estreptomicina (100ug/ml), a 23°C (Invitrogen).
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5.4 OBTENCAO DE CELULAS E ESTIMULO COM L. braziliensis

O sangue periférico (20 ml) de cada voluntario saudavel foi coletado em tubo
de heparina e foi separado por gradiente de Ficoll (GE Health Care) através de
centrifugacdo a 1500 rpm por 30 minutos em centrifuga néo refrigerada. O anel
contendo as CMSP foi coletado e transferido para um novo tubo. As células foram
lavadas duas vezes com salina e contadas em camara de Neubauer. Em seguida,
as células foram ressuspendidas em 1 ml de meio RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado com 10% de soro humano (AB), penicilina (100U/ml) e estreptomicina
(1%) (Invitrogen). Para o estimulo, as células foram ajustadas para a concentracao
de 3x10°%/500 pl, por poco, utilizando placa de 24 pocos. As culturas foram realizadas
em triplicata.

As células foram estimuladas com: Fitohemaglutinina (PHA) (Invitrogen) (10
pl/ml) ou L. braziliensis (3x10°/pogo). Como controle negativo, as células foram
mantidas na auséncia de estimulo. A placa foi cultivada por 72 horas em estufa a
37°C. ApoOs este periodo, o sobrenadante foi coletado e estocado no — 20°C em
tubos de polipropileno. Para cada individuo AR ou BR, as culturas com PHA, L.
braziliensis e controle foram realizadas em triplicata. O mesmo procedimento foi
utilizado para a obtencdo e estimulacdo de CMSP de pacientes com LC ou de

individuos SC (reatores para o teste de Montenegro).

5.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

A quantificagdo das citocinas presentes nos sobrenadantes das culturas de
CMSP foi feita por ELISA (IFNG e IL10), utilizando kits comerciais, seguindo-se as
instrucdes dos fornecedores. A dosagem de IFNG no sobrenadante foi utilizada para
determinar os individuos alto (AR) e baixo respondedores (BR). Assim, uma
diferenca acima de 330 pg/ml entre culturas controle e culturas estimuladas com L.
braziliensis caracterizou um individuo AR; enquanto que uma diferenca abaixo de

215 pg/ml caracterizou um individuo BR.
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56 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE
MICROARRANJOS

Inicialmente, amostras de nove individuos (quatro com perfil AR e cinco com
perfil de BR) foram utilizadas em ensaios com microarranjos. Para isso, as CMSP de
individuos AR e BR foram estimuladas com L. braziliensis ou foram mantidas sem
estimulo, como descrito acima. Apds 72h, o RNA total de cada cultura foi extraido
usando o kit RNeasy Protect Mini (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. A
integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose e a
concentracédo foi determinada em um espectrofotometro. O RNA total (500ng) foi
empregado na sintese do cDNA (ImProm-ll, Promega), conforme instrucbes do
fabricante. O cDNA obtido foi utilizado em ensaios de PCR em tempo real,
utilizando-se kits comerciais de arranjos (RT? Profiler genes, SuperArray
Bioscience), seguindo-se as instru¢gdes dos fornecedores. Foram utilizados os kits
especificos para sinalizacdo de quimiocinas, IFN e seus receptores, receptores do

tipo Toll e de resposta Th1/Th2, conforme mostrado abaixo.

Microarranjo
ﬁ 7 |Lb|— RNA| —— | cDNA Th123
CMSP de Quimiocinas
TLR
Vof;:taa'rio —> | MEIO| — | RNA| —— | cDNA IFN e receptores

No total foram analisados 352 genes, 314 genes foram avaliados unicamente
e 38 genes foram analisados em mais de um microarranjo. Para a andlise da
expressdo génica, foi utilizado o método comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001), conforme instruido pelos fabricantes . O aumento ou a diminuicdo na
express&o génica foi determinado por 2722, onde: AACt = ACt (ao) — ACt (controle). OS
resultados foram expressos como o numero de vezes em gue a expressao génica
das células estimuladas com L. braziliensis aumentou ou diminuiu em relacédo a

expressao génica observada nas células nao estimuladas.
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5.7 VALIDACAO DOS GENES SIGNIFICATIVAMENTE MODULADOS

Para validagdo dos genes significativamente modulados, identificados nos
microarranjos, foram realizadas reacbes de PCR em tempo real. Para isso, novas
culturas de CMSP (de individuos AR e BR) foram estimuladas com L. braziliensis,
como descrito anteriormente, o RNA total foi extraido e o cDNA resultante foi
empregado em ensaios de PCR em tempo real. Os iniciadores foram desenhados
pelo programa Primer Express (Applied Biosystems, EUA). Foram utilizados os
seguintes iniciadores: IL10- 5"-CCAGGGCACCCAGTCTGA-3 e ‘5-
TCGGAGATCTCGAAGCATGTT-3; TNF: 5-CCTGCCCCAATCCCTTTATT-3 e '5'-
CCAATTCTCTTTTTGAGCCAGAA-3; IFNG- 5-TGGCTTAATTCTCTCGGAAACG-3
e 5-TTTTACATATGGGTCCTGGCAGTA-3’; CXLC10- 5’-
TGAAAAAGAAGGGTGAGAAGAGATG-3' e 5-CCTTTCCTTGCTAACTGCTTTCAG-
3’; IL6- 5’-CCGGGAACGAAAGAGAAGCT-3 e 5-GCGCTTGTGGAGAAGGAGTT-3’;
IRF1- 5-TCCAGCACTGTCGCCATGT-3 e 5-TGTCCGGCACAACTTCCA-3’; IFI27-
5-TGTCATTGCGAGGTTCTACTAGCT-3' e 5-CCCCTGGCATGGTTCTCTT-3’; e
JAK2- 5’-CCTCCAGCCGTGCTTGAA-3’ e 5-TCCAGTCTGATTACCTGCTTTCTTC-
3.

O ensaio de PCR em tempo real também foi empregado para a valida¢do dos
genes selecionados nas amostras de RNA obtidas das culturas de CMSP de
pacientes com LC e de individuos SC. As reacdes de PCR em tempo real foram
realizadas em placas de 96 pocos, utilizando o reagente “SYBR-Green PCR Master
MIX” (Applied Biosystems) e o equipamento “Perkin-ElImer ABI Prism 7500
Sequence Detection System”. A reacao foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a
94°C e 1 minuto a 60°C, de acordo com o manual do fabricante ABI PRISM 7500.
Cada amostra foi amplificada em triplicata. O método comparativo foi utilizado para
determinacao da expressao génica como descrito acima. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencéo e estimulacdo de RNA de CMSP de pacientes com LC ou

de individuos SC (reatores para o teste de Montenegro).

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Para comparacdo da producdo de IFNG entre individuos AR e BR, foram
empregados um teste ndo parameétrico (Mann-Whitney). A andlise das diferencas
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entre a expressédo dos genes foi realizada através do software “RT? Profiler™ PCR
Array Data Analysis” disponivel no site:
http://www.superarray.com/pcrarraydataanalysis.php. Foram considerados
significantes os valores de expressdo génica cuja diferenca entre culturas
estimuladas com L. braziliensis versos culturas ndo estimuladas foi p<0,05. Os
genes diferencialmente expressos foram carregados no Ingenuity Pathway Analysis
(IPA, Ingenuity Systems Inc.) para a geracao de redes as quais permitem relaciona-
los com funcdes biologicas, vias de sinalizacdo, etc. O IPA determina niveis de
significancia dispostos como pontuacdes pelo teste de Fisher e o valor de 2 indica
que existe 1 em 100 chances de que aqguelas moléculas analisadas estéo juntas em
uma rede aleatdoria. O programa também gera vias de sinalizacdo canbnicas
significativas (p < 0,05) que estejam associadas aos dados analisados. Assim, as
vias com genes altamente interconectados séo identificados por estatistica utilizando
a seguinte equacao:

-1 C(G,i)C(N—G,s—i))
i=0 C(N,s)

Escore= —log;, (1 -

Nessa equacdo, N é o numero de genes na rede, na qual G € o nimero de
genes centrais nos nds, para uma via de s genes, na qual f sdo genes centrais. C
(nk) é o coeficiente binomial. Foram consideradas redes estatisticamente
significante aquelas cujo escore foi maior que 5 (p<107).

As diferencas na expressdo génica encontrada nos ensaios de PCR em
tempo real realizados com os individuos AR e BR (etapa de validacéo), assim como
em individuos SC ou com LC foram avaliadas por testes ndo-paramétricos (Mann

Whitney), utilizando o programa Prism (GraphPad Software, V 6.0.)
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6. RESULTADOS

6.1 DEFINICAO DE INDIVIDUOS AR E BR

Inicialmente, identificamos individuos com respostas diferentes ao estimulo
com L. braziliensis, ou seja, individuos que, em um primeiro contato com o parasita,
produzem mais ou menos IFNG. Assim, coletamos as CMSP de quinze individuos
sadios, estimulamos as células in vitro com L. braziliensis e a presenc¢a de IFNG foi
determinada por ELISA, no sobrenadante das culturas (Tabela 1). Portanto,
identificamos quatro individuos denominados Alto Respondedores (AR), cuja
producéo de IFNG foi entre 334- 9752 pg/ml e cinco individuos denominados Baixo
Respondedores (BR), cuja producéo de IFNG foi entre 5,88- 215 pg/ml.

Tabela 1. Producdo de IFNG em voluntarios saudaveis, apés estimulo com L.

braziliensis
Voluntario IFNG pg/ml
AR Experimento 1 Experimento 2
1688,94 *
1206 426,91
9752,27 334,8
* 443,53
BR Experimento 1 Experimento 2
5 65,9 115,78
6 233 211,3
7 34,84 88,03
8 * 5,88
9 * 84,81

(*) Nao foi realizada repeticéo.
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6.2 AVALIA,C;AO DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA NAS CELULAS
DOS INDIVIDUOS AR E BR.

A partir da identificagdo dos individuos AR e BR, avaliamos o perfil de
expressao génica desses individuos. Para isso, obtivemos o RNA das culturas de
CMSP estimuladas com L. braziliensis e das culturas ndo estimuladas e esse RNA
foi utilizado em ensaios de PCR em tempo real empregando placas de microarranjos
contendo genes relativos a resposta Th1/Th2/Th3, receptores TLR, IFN e receptores
e Quimiocinas. Por meio da ferramenta de analise incluida no programa (Figura 1),

obtivemos o valor de expressdo de cada gene analisado (Fold Up- or Down-

regulation).
B e D E E e H |
AVG AC

(CHGOI) - Ave Ct 2AAC, Fold Change | T-TEST | FolfUp-or Down-
1 Well (HKG)) —

Test | Control Test Control Test Sample Test Sample
> Sample | Sample | Sample | Sample |IControl Sample| PY2“® |/control Sample
3 AO1 8,20 841  34E03  29E-03 1,15 0,476166 1,15
4 A02 9,20 874  17E03  23E-03 073 0,554448 1,38
5 A03 249 039 56E+00  7,6E-01 7,35 0,160304 7,35
6 A04 4,86 339  35E02 95E-02 0,36 0,093211 276
7 A05 753 973  54E03  12E-03 4,59 0,204829 4,59
8 A06 387 406 69E02  60E-02 1,14 0,500754 1,14
9 A07 517 539 28E02 24E-02 1,16 0,687043 1,16
10 A08 552 706  22E02  75E-03 2,90 0,239678 2,90
11 A09 553 1043 22E02  7,3E-04 29,86 0,009020 29 86
12 'A10 1053 11,83 67E-04 28E-04 245 0,213837 245
13 A11 3,18 809  11E01  37E-03 29,93 0,075554 29,93
14 A12 420 573  55E-02  1,9E-02 2,89 0,138319 289
15 'BOA 819 873  34E03  24E-03 1,45 0,026096 1,45
16 B02 751 805 55E-03  38E-03 1,45 0191127 1,45
17 BO3 619 606  14E02  15E-02 0,91 0,804081 1,10
18 'B04 785 773  43E03 47E-03 0,92 0,655386 -1,09
19 B05 552 606 22E02 15E-02 1,45 0,193649 1,45

4 b M Instructfo’r;s'm Gene T:'ab'ieﬂ Tesgsgapfé ‘Data ¢ 'f:gnt';c;l Sample Data‘ Z Choose Hoﬁséfe_éSi;gGenes éc.f{eport R
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Figura 1. Reproducédo da planilha de anélise de dados do RT? Profiler™ PCR Array.
AVG ACt: média dos valores de expressao de cada gene (linhas) no grupo teste (Coluna C)
e no grupo controle (Coluna D). 2*ACt: valores de expressao génica da amostra teste
(Coluna E) e da amostra controle (Coluna F) em relacdo a expressao dos genes enddgenos.
Fold change representa o valor de expressédo de cada gene na amostra teste normalizado
pelo valor da amostra controle.

Como mostrado na Figura 1, o valor da amostra teste (test sample)

corresponde a média da expressao génica encontrada nas culturas individuais de
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CMSP estimuladas com L. braziliensis enquanto as amostras controle (control
sample) correspondem a media das culturas individuais ndo estimuladas. Cada linha
da tabela corresponde a um gene no microarranjo. Por exemplo, para o gene A01,
temos inicialmente a média dos resultados de expressao desse gene no grupo teste
(estimulado com L. braziliensis; Coluna C) e no grupo controle (sem estimulo,
Coluna D). Em seguida, cada grupo (teste e controle) foi normalizado em relacéo
aos genes enddégenos através do 2/°Ct
endogenos: Gliceraldeido 3 fosfato (GAPDH), Titin (TTN), Actina beta (ACTB),
Microglobulina beta 2 (B2M), Hipoxantina (HPRT1) e Proteina ribossomal grande
PO (RPLPO). O fold change [(Coluna G) calculado por (2~*2Y] indica o valor de

expressdo de cada gene na amostra teste normalizado pelo valor da amostra

(Coluna E). Os microarranjos contém 6 genes

controle. O teste T (Coluna H) foi calculado a partir das replicatas nos grupos teste
e controle e, por fim, o fold regulation (Coluna I) representa o resultado do fold-
change de forma biologicamente significante. Um Fold-change >1 indica regulacao
positiva e <1 indica regulacdo negativa. Ou seja, o ACt consiste na quantificacao
relativa da expressdo em um gene alvo relativo a um gene controle. Neste caso, 0
valor é determinado em quantas vezes um determinado gene contido no
microarranjo sofreu modulagdo para mais ou para menos, diante da exposicdo a L.
braziliensis, em relagdo ao mesmo gene na auséncia de estimulo.

Deste modo, dos 314 genes avaliados empregando os quatro microarranjos
diferentes (Th1/Th2/Th3, receptores TLR, IFN e receptores e Quimiocinas),
identificamos 32 genes modulados significativamente nos individuos AR e 28 genes
modulados significativamente nos individuos BR (Figura 2). Além disso,
encontramos 12 genes cuja modulacéo foi encontrada tanto em individuos AR e em
individuos BR (Figura 2). Desta forma, podemos observar que os individuos AR
possuem mais genes modulados do que os individuos BR. Dentre as 32 moléculas
encontradas nos individuos AR, apenas 5 foram moduladas negativamente e a
maioria, 27, foi modulada positivamente. Por outro lado, dentre as 28 moléculas
moduladas nos individuos BR, 10 foram moduladas negativamente e 18

positivamente.
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Figura 2. Genes modulados significativamente nos individuos AR e BR. A analise de
expressdo génica nas CMSP estimuladas com L. braziliensis foi realizada através do
programa de andlise contido no RT? Profiler™ PCR Array. Foram avaliados 314 genes
diferentes e 0os numeros de genes modulados esta representado numericamente para 0s
individuos AR (em vermelho) e para os individuos BR (em verde) e em comum entre os dois
grupos (interse¢do). Os numeros abaixo (32 e 28) indicam o total de genes modulados
significativamente e, por fim, o nimero de genes com modulagdo positiva (flecha vermelha)
ou modulacao negativa (flecha verde).
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Na Tabela 2, observamos os 20 genes modulados significativamente apenas
nos individuos AR. Observamos que 18/20 genes sofreram modulacdo positiva: a
expresséo de CCL7, IL8, IFI44L, IL1B, CSF2, F3 e IL1A foi modulada acima de dez
vezes. A expressdao de IFIT2, PTGS2, TNF, CXCL1, JAK2, STAT1 e IL7 foi
modulada entre cinco e dez vezes. A expressao dos genes IL31RA, JUN, RIPK2 e
ELK1 foi modulada abaixo de 5 vezes e, por fim, a expressdo dos genes LY96 e

CMKLR1 foi negativamente modulada.

Tabela 2. Genes com expressdo modulada nos individuos AR.

Abreviatura Nome do Gene Valor Valor de
de p* Expressao**

CCL7 Ligante de quimiocina 7 0,049 127,58
IL8 Interleucina 8 0,007 73,73
IF144L Ligante da proteina indutora de IFN 44 0,018 49,57
IL1B Interleucina 1 beta 0,008 36,76
CSF2 Fator estimulador de colonia 2 0,009 29,86
F3 Fator de coagulacéo 3 0,03 11,96
IL1A Interleucina 1 alfa 0 11,61
IFIT2 Proteina indutora de IFN com tetratricopeptideo 0,016 9,53
repetidos 2
PTGS2 Prostaglandina-endoperoxido sintase 2 0,01 9,2
TNF Fator de necrose tumoral 0 7,33
CXCL1 Ligante de quimiocina 1 0,047 6,77
JAK2 Quinase Janus 2 0,042 6,41
STAT1 Transdutor e ativador de sinal 1 0,007 6,37
IL7 Interleucina 7 0,021 51
IL31RA Receptor de interleucina 31 alfa 0,037 3,75
JUN Protooncogene Jun 0,04 2,89
RIPK?2 Receptor de interagdo serina-treonina proteina quinase 0,006 2,32
2
ELK1 Fator de transcricdo da familia ET 1 0,026 1,45
LY96 Antigeno linfocitico 96 0,009 -2,19
CMKLR1 Receptor de quimiocina 1 0,044 -6,66

* expressdo génica significativamente diferente entre culturas estimuladas com L.
braziliensis e culturas mantidas na auséncia de estimulo
**(Fold up- or down —regulation).
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Na Tabela 3, mostramos os 16 genes modulados significativamente nos
individuos BR. Observamos que 9/16 genes sofreram modulacdo positiva. A
expressdo dos genes IL9, IFI44 e IFIT1 foi modulada acima de dez vezes; a
expresséo dos genes IL2RA e TNFSRF9 foi modulada entre cinco e dez vezes e a
expressao dos genes TLR2, IFITM2, LAGS3 e IL3RA foi modulada abaixo de 5 vezes.
Por fim, a expressao de 7/16 genes (IL5RA, TLR4, MAPKS, IL10, STAT6 e CD14) foi
negativamente modulada. De modo geral, os individuos BR apresentaram um
padrdao de expressdo misto, com genes regulados tanto positivamente quanto
negativamente, diferente dos individuos AR que apresentam predominantemente

genes regulados positivamente.

Tabela 3. Genes com expressdo modulada nos individuos BR.

Abreviatura Nome do gene Valor de Valor de
p* expressao**
IL9 Interleucina 9 0,002 25,37
IFl44 Proteina indutora de IFN 44 0,01 21,17
IFIT1 Proteina indutora de IFN com tetratricopeptideo 0,0014 12,11
repetidos 1
IL2RA Receptor de interleucina 2 alfa 0,02 9,61
TNFSRF9  Superfamilia de receptores de fatores de 0,0054 6,09
necrose tumoral, membro 9
TLR2 Receptor do tipo Toll 2 0,0029 4,44
IFITM2 Proteina transmembrana indutora de IFN 2 0,0124 3,99
LAG3 Gene de ativacao de linfocitos 3 0,011 3,83
IL-3RA Receptor de interleucina 3 alfa 0,0008 3,44
MAF Oncogene homologo de fibrosarcoma 0,027 -1,66
IL5RA Receptor de interleucina 5 alfa 0,0261 -2,36
TLR4 Receptor do tipo Toll 4 0,04 -2,64
MAPKS Quinase ativadora de mitdégeno 8 0,022 -3,3
IL10 Interleucina 10 0,018 -6,67
STAT6 Transdutor e ativador de sinal 6 0,03 -8,4
CD14 Molécula CD14 0,031 -13,24

* expressdo génica significativamente diferente entre culturas estimuladas com L.
braziliensis e culturas mantidas na auséncia de estimulo
**(Fold up- or down —regulation).
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Na Tabela 4, listamos os 12 genes modulados significativamente tanto por
individuos AR quanto BR. Notamos que a expressdo dos genes IFNG, CXCL10,
IF127, IL6 e LTA foi modulada acima de dez vezes. A expressao dos genes MX1 e
IRF1 foi modulada entre cinco e dez vezes. A expressao dos genes OAS1 e IFIH1
foi modulada abaixo de 5 vezes e, por fim, a expressdo dos genes CD180, LY86 e
TLR5 foi negativamente modulada. E possivel observar que a expressido de IFNG
valida os resultados encontrados anteriormente quanto a producédo desta citocina,
por ELISA (Tabela 1). Os individuos AR apresentam maior expressdo de IFNG e,
paralelamente, produziram mais IFNG do que os individuos BR. Os genes
relacionados a via do IFN também estdo mais expressos nos individuos AR, como
IFI127 e IRF1. Além disso, h4 maior expressao de genes relacionados a resposta pro-

inflamatéria quando comparado aos individuos BR, como a IL6.

Tabela 4. Genes cuja expressao foi modulada tanto nos individuos AR quanto BR

Abreviatura Nome do gene AR* BR
IFNG Interferon gama 319,71 48,46
CXCL10 Ligante 10 (C-X-C) quimiocina 67,99 63,64
IF127 Proteina indutora de IFN alfa 27 55,08 4,58
IL6 Interleucina 6 52,26 12,47
LTA Linfotoxina alfa 11,58 6,08
MX1 Mixovirus resistente 1 9,56 5,27
IRF1 Fator regulador de IFN 1 7,34 2,63
OAS1 Sintetase Oligoadenilada 3,16 2,3
IFIH1 Helicase C dominio 1 indutor de IFN 3,56 3,02
CD180 Molécula CD180 -5,52 -5,28
LY86 Antigeno linfocitico 86 -3,48 -5,22
TLR5 Receptor do tipo Toll 5 -14,24 -13,58

* expressao génica significativamente diferente entre culturas estimuladas com L.
braziliensis e culturas mantidas na auséncia de estimulo (Fold up- or down —regulation).
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6.3 ANALISES DAS MOLECULAS MODULADAS
SIGNIFICATIVAMENTE NOS INDIVIDUOS AR E BR

Os genes diferentemente expressos nos individuos AR e BR foram
organizados em redes de interacdo utilizando o Ingenuity Pathway Analysis (IPA).
Este software consiste em um banco de dados contendo informacdes atualizadas de
mais de 20,000 genes e proteinas de mamiferos, além de 1.4 milhdes de interacdes
biolégicas e 100 vias canbnicas que incorporam mais de 6000 genes. Estas
informacdes sao integradas em bancos de dados importantes, como o Entrez-Gene.
Os dados experimentais sdo fornecidos ao programa e utilizados para a construcao
de redes, levando em consideracao vias candnicas, interacdes bioldgicas relevantes
e 0S processos celulares e patolégicos. Assim, a partir dos conjuntos de genes
modulados significativamente foram geradas as redes de interagdo. Para melhor
compreensao do significado das relagdes entre 0os genes e as fungées dos mesmos,

apresentamos uma legenda para os simbolos utilizados pelo IPA.

Tipos de bordas do IPA Tipes dehigdp 1P
. Droga ou quimico
‘ A > L] Citocina
Se conectam apena O Enzima

® ©

O I ﬂ Receptor associada a proteina G
B Inibe ! @ Grupo ou complexo
Fator de crescimento
@ >@ Canal de ions
Age em A\ Quinase
@ l >® £33 Receptor nuclear dependente de ligante
Inibe e age em O Peptidase
@ gy A Fosfatase
Leva a €2 Fator de Transcri¢do

N\ =
() Fator de Tranduc&o

Relaggo Direta 0 Receptor Transmembrana

___________ Q Transportador
Relagdo Indireta () outros

Figura 3. Representacao grafica dos tipos de relagcdo e da funcao dos genes
analisados pelo IPA.

A partir dos dados fornecidos, o programa analisa as redes com maior escore.
O programa leva em consideracdo o numero de moléculas que estado envolvidas na

rede e o numero de relagbes bioldgicas entre elas e outras moléculas, que néo estédo
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contidas nos dados fornecidos. Primeiramente, analisamos a interacdo entre o0s
genes modulados significativamente nas células dos individuos AR somente (n= 20;
Tabela 1) e aqueles modulados tanto em individuos AR quanto em individuos BR
(n= 12, Tabela 3), totalizando 32 moléculas. O IPA mostrou que a rede mais
importante (escore 14) estd associada com as seguintes funcbes: resposta

antimicrobiana, resposta imune humoral e sintese de proteinas (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da analise IPA mostrando as principais redes encontradas e as
suas respectivas funcdes, em individuos AR.

Top Networks

ID  Associated Network Functions Score

1 Antimicrobial Response, Humoral Immune Response, Protein Synthesis 14

2 Gene Expression, Cell Cycle, Inflammatory Disease 12

3 Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Cellular Movement, Hematological System Development and Function 11

4 Cell Morphology, Inflammatory Response, Cancer 11

5 Cell Morphology, Cellular Development, Connective Tissue Development and Function 8

(c) 2000-2013 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved. 1 [NG ENU'TY

Como mostrado na Figura 4, a rede com maior escore contém dez moléculas
dentre as 32 identificadas anteriormente (Tabelas 2 e 4). Centralmente na rede
encontramos CXCL10, que se associa indiretamente com outras moléculas como
IFNB, JAK e NFkB, demonstrando um papel importante desta molécula na resposta
a L. braziliensis. Além disso, esta molécula se associa diretamente com NFkB e com
IgG2a. Mais perifericamente, encontramos uma relacao direta entre LY86 e CD180 e
indireta entre IFNB, IFIT2 e MX1. Por outro lado, STAT1 e LY96 ndo possuem uma
relacdo proxima com as outras moléculas moduladas, porém h& uma relacdo por
meio de moléculas intermediarias.
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Figura 4. Rede de resposta antimicrobiana, resposta imune humoral e sintese de
proteinas. Os genes séo coloridos de acordo com a intensidade na diferenga da expressao:
simbolos em vermelho indicam aumento de expresséo, simbolos em verde indicam inibigdo
da expressao. Os nos séo apresentados com diferentes formatos, pois representam a classe
funcional do produto daquele gene. As bordas com linhas pontilhadas indicam relactes
indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relagbes diretas. As moléculas em
branco s&o incluidas pelo programa, mas ndo fazem parte do conjunto de genes

identificados nos individuos AR.
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A partir das cinco redes fornecidas pelo IPA, fizemos uma jungcédo das
mesmas para criar uma unica rede e, nessa rede, mantivemos apenas as 32
moléculas moduladas significativamente nos individuos AR (Tabela 2 e 4). Como
mostrado na Figura 5, as moléculas centrais séo IL6, TNF, e JAK2. Todas elas se
associam direta ou indiretamente com as outras 28 moléculas presentes na rede:
TNF se associa diretamente com IL6, JAK2 e CXCL10 e todas elas se associam,
mais externamente, com STAT1l. Por outro lado, as mesmas se relacionam
diretamente com TLR5, que estd em posicdo mais externa na rede. Dentre as
moléculas analisadas, a expressdo de CMKLR1, LY96, TLR5, CD180 e LY86 foi
modulada negativamente e as mesmas encontram-se em posi¢cado mais periférica na

rede. Todas as outras moléculas presentes na rede estdo reguladas positivamente.
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Figura 5. Redes de interacdo dos 32 genes modulados significativamente nos
individuos AR. Os genes sado coloridos de acordo com a intensidade na diferenca da
expressdo: simbolos em vermelho indicam aumento da expressdo, simbolos em verde
indicam inibicdo da expressdo. Os nés sdo apresentados com diferentes formatos, pois
representam a classe funcional do produto daquele gene. As bordas com linhas pontilhadas
indicam relacdes indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relagfes diretas.

Além disso, o IPA também indica as vias canbnicas de sinalizacao,
associadas com o conjunto de dados fornecidos. Ou seja, 0 programa relaciona as
moléculas encontradas com vias de sinalizacdo ja conhecidas, levando em

consideracdo o numero de moléculas envolvidas. Assim, quanto mais moléculas
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analisadas estiverem relacionadas a uma determinada via canOnica, mais
significativa essa via se torna. Nos individuos AR, a via candnica mais significativa (p
< 1,37E-13) esta associada com a comunicacao entre células do sistema imune

inato e adaptativo (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo da analise IPA mostrando as principais vias candnicas, a partir dos
genes modulados significativamente nos individuos AR.

Name p-value Ratio
Communication between Innate and Adaptive Immune Cells 1,37E-13 9/109 (0,083)
TREM1 Signaling 2,6E-13 8/71(0,113)
IL-17 Signaling 1,38E-12 8/74 (0,108)
Glucocorticoid Receptor Signaling 2,32E-12 11/294 (0,037)
Role of Hypercytokinemia/hyperchemokinemia in the Pathogenesis of Influenza 2,84E-12 7/44 (0,159)

Como mostrado na Figura 6, essa via possui nove moléculas encontradas no
conjunto de genes fornecidos (n= 32) do total de 109 genes presentes na via (Ratio=
0,083). O IFNG aparece com um papel central nessa via, sendo o mediador entre a
resposta imune inata e adaptativa, capaz de induzir uma resposta imune celular e a
polarizacdo para resposta imune adaptativa (areas em destaque na Figura 6). Desta
forma, os individuos AR apresentam uma assinatura génica com moléculas mais
moduladas positivamente do que negativamente e relacionadas com a inducdo de

uma resposta imune celular do tipo Th1, predominantemente.
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Figura 6. Detalhe da Via canbnica associada & comunicacdo entre células do sistema imune inato e adaptativo. As moléculas em
branco sdo aquelas presentes na rede, mas que ndo estdo incluidas nos dados analisados. Os genes séo coloridos de acordo com a
intensidade de diferenca na expressao: simbolos em vermelho indicam aumento da expressédo, simbolos em verde indicam inibicao da
expressao. Os nds sao apresentados com diferentes formatos, pois representam a classe funcional do produto daquele gene. As bordas com
linhas pontilhadas indicam relac¢des indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relacdes diretas.
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Em paralelo, também avaliamos as moléculas moduladas significativamente
nos individuos BR somente (n= 16; Tabela 2) e os genes modulados também em
individuos AR (n= 12, Tabela 3), totalizando 28 moléculas. Com esse conjunto de
dados, o IPA detectou quatro redes, sendo que a mais importante (escore 23) esta
associada com as seguintes funcdes: resposta imune humoral, sintese de proteinas

e sinalizacao e interacdo entre células (Tabela 7).

Tabela 7 - Resumo da analise IPA mostrando as principais redes encontradas e as
suas respectivas funcdes, em individuos BR.

Top Networks

ID__ Associated Network Functions Score

1 Humoral Immune Response, Protein Synthesis, Cell-To-Cell Signaling and Interaction 23

2 Infectious Disease, Antimicrobial Response, Inflammatory Response 23

3 Cell Death and Survival, Cellular Function and Maintenance, Cell-To-Cell Signaling and Interaction 8

4 Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Cellular Growth and Proliferation, Cellular Development 5

{e) 2000-2014 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved. 1 !NG\EN[{]IJ’Y

Como mostrado na Figura 7, a rede com maior escore contém onze
moléculas dentre as 28 identificadas anteriormente (Tabelas 2 e 4). De modo mais
central na rede encontramos moléculas como NF«B e IgG1l. Ambas se relacionam
diretamente com STAT6, IL10, CXCL10, LTA e IL2RA, que se encontram mais
externamente. A IL10 se relaciona com a maior parte das moléculas da rede,
principalmente com NFkB e IgG1, tanto direta quanto indiretamente, apontando um
papel importante desta citocina nos individuos BR. Mais externamente na rede,
encontramos uma relacao direta entre LY86 e CD180, indireta entre TNFRSF9 e
CXCL10 e entre MAF e IL10. Por outro lado, LAG3 e IL5RA ndo possuem uma
relagdo préxima com as outras moléculas moduladas, porém ha uma relacao através

de moléculas intermediarias.
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Figura 7. Rede de resposta imune humoral, sintese de proteinas e sinalizagdo e
interacao entre células. Os genes sao coloridos de acordo com a intensidade na diferenca
da expressao: simbolos em vermelho indicam aumento de expressao, simbolos em verde
indicam inibicdo da expressdo. Os nés sdo apresentados com diferentes formatos, pois
representam a classe funcional do produto daquele gene. As bordas com linhas pontilhadas
indicam relac¢des indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relagdes diretas. As
moléculas em branco séo incluidas pelo programa, mas nao fazem parte do conjunto de
genes identificados nos individuos AR.

A partir das quatro redes fornecidas pelo IPA, fizemos uma juncdo das
mesmas para criar uma Unica rede e, nessa rede, mantivemos apenas as 28
moléculas moduladas significativamente nos individuos BR. Como mostrado na
Figura 8, as moléculas mais centrais sao IL6, IFNG e TLR2/4. Todas elas se
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associam indireta ou indiretamente umas com as outras e, principalmente, com a
IL10, que se encontra mais externamente na rede, Estas moléculas também se
associaram com grupo de moléculas STAT (este grupo engloba STAT1, 2, 3,4, 5 €
6). Esta rede apresenta um perfil misto, tanto com moléculas moduladas
negativamente como 1L10, CD14 e TLR4 quanto com moléculas moduladas
positivamente como IFNG, IL6, CXCL10 e indutores de IFN como o IFI27 e IFl144.
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Figura 8. Rede de interacdo dos genes moduladas significativamente nos individuos BR. Os genes séo coloridos de acordo com a
intensidade na diferenca da expressdo: simbolos em vermelho indicam aumento da expressdo, simbolos em verde indicam inibicdo da
expressao. Os nos sdo apresentados com diferentes formatos, pois representam a classe funcional do produto daquele gene. As bordas com
linhas pontilhadas indicam relacdes indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relacdes direta
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Também avaliamos as vias candnicas de sinalizacdo que estdo associadas
com o conjunto de dados fornecidos dos individuos BR. Assim, a via canénica mais
significativa (p < 1,28E-12) esta associada com o papel dos receptores do tipo Toll
(Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo da analise IPA mostrando as principais vias candnicas, a partir dos
genes modulados significativamente nos individuos BR.

Name p-value Ratio

Role of Pattern Recognition Receptors in Recognition of Bacteria and Viruses 1,28E-12 8/109 (0,073)
IL-12 Signaling and Production in Macrophages 1,94E-11 8/157 (0,051)
Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis 4 51E-11 7/100 (0,07)
Communication between Innate and Adaptive Immune Cells 6,77E-11 7/112 (0,062)
Interferon Signaling 1,6E-09 5/36 (0,139)

Como mostrado na Figura 9, essa via possui oito moléculas encontradas no
conjunto de genes fornecidos (n= 28) do total de 109 genes presentes na via (Ratio=
0,073). Os receptores do tipo Toll, como o TLR2 e o TLR5, possuem papel central,
induzindo a expressao de citocinas pro-inflamatorias como IL6 (em destaque na
figura 9). Desta forma, os individuos BR apresentaram uma assinatura génica com
moléculas moduladas positivamente e negativamente, e relacionadas com vias que
induzem a ativacdo de NFkB, e transcricdo de citocinas pro-inflamatorias como IL6,

demonstrando um papel predominante da resposta imune inata nestes individuos.
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Figura 9. Detalhe da Via canénica associada com o papel dos receptores do tipo Toll. Os genes séo coloridos de acordo com a
intensidade na diferenca da expressao: simbolos em vermelho indicam aumento da expressao, simbolos em verde indicam inibicdo da
expressao. Os nés sdo apresentados com diferentes formatos pois representam a classe funcional do produto daquele gene. As bordas com
linhas pontilhadas indicam relac¢des indiretas, enquanto as de linhas continuas indicam relacdes diretas.
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6.4 VALIDACAO DOS GENES PRINCIPAIS

Em seguida, passamos para a etapa de validacdo dos genes modulados
significativamente, segundo 0s microarranjos. Para essa etapa, selecionamos um
grupo de genes cuja diferenca de expressdo foi superior a duas vezes, com
localizac&o central nas redes de interacdo geradas pelo IPA (Figuras 4 e 5 para
individuos AR; e 7 e 8 para individuos BR) e relacionados a resposta imune. Assim,
0 grupo de genes selecionados para validacdo foi composto por: IFNG, IFI27, IL6,
IRF1, TNF, IL10, CXCL10, e JAK2, denominados genes principais.

Coletamos novamente CMSP dos individuos AR e BR, identificados
anteriormente, e as células foram estimuladas com L. braziliensis. O RNA total foi
entdo submetido a ensaios de PCR em tempo real, empregando iniciadores
especificos para cada gene selecionado. Os individuos AR apresentaram uma
expressdo mais elevada de CXCL10 (Figura 10A), TNF (Figura 10B) e IL6 (Figura
10C) quando comparados aos individuos BR, corroborando os resultados

encontrados nos microarranjos (Tabelas 2, 3 e 4).
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Figura 10. Valida¢cbes por PCR em tempo real dos genes CXCL10, TNF e IL6, em
individuos AR e BR. As CMSP dos individuos AR e BR foram estimuladas com L.
braziliensis e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real utilizando
iniciadores especificos para cada gene mostrado. Os valores de expressao de cada gene
estdo mostrados para cada grupo de células de individuos AR e BR, individualmente. Os
valores medianos de expressao, obtidos nos microarranjos, estdo mostrados no canto
inferior esquerdo.

O mesmo padrao foi encontrado para a expressao de IRF1 (Figura 11A),
IFI127 (Figura 11B) e IFNG (Figura 11C), novamente corroborando os resultados

encontrados nos microarranjos (Tabelas 2, 3 e 4).
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Figura 11. Validagdes por PCR em tempo real dos genes IRF1, IFI27 e IFNG, em
individuos AR e BR. As CMSP dos individuos AR e BR foram estimuladas com L.
braziliensis e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real utilizando
iniciadores especificos para cada gene mostrado. Os valores de expressao de cada gene
estdo mostrados para cada grupo de células de individuos AR e BR, individualmente. Os
valores medianos de expressdo, obtidos nos microarranjos, estdo mostrados no canto
inferior esquerdo.

Com relacao a IL10 (Figura 12A) encontramos sua expressao aumentada nos
individuos BR enquanto que, no microarranjo, a expressao de 1L10 foi suprimida. Por
outro lado, tanto os individuos AR quanto os individuos BR apresentaram expressao
aumentada de JAK2 (Figura 12B).
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Figura 12. Validagdes por PCR em tempo real dos genes IL10 e JAK2 em individuos
AR e BR. As CMSP dos individuos AR e BR foram estimuladas com L. braziliensis e o
cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real utilizando iniciadores especificos
para cada gene mostrado. Os valores de expressdo de cada gene estdo mostrados para
cada grupo de células de individuos AR e BR, individualmente. Os valores medianos de
expressao, obtidos nos microarranjos, estdo mostrados no canto inferior esquerdo.

6.5 AVAI:IAC;AO DA EXE’RESSAO DOS GENES PRINCIPAIS E
AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS EM INDIVIDUOS SC E
PORTADORES DE LC.

A partir da validagdo dos genes principais nos individuos AR e BR, partimos
para a avaliagdo desses mesmos genes em pacientes com LC e em individuos SC.
Nossa hipotese € que individuos AR apresentam perfil de expressdo génica distinto
dos individuos BR e este perfil pode ser associado ao desfecho clinico da doenca.
Para testar essa hipdtese, avaliamos dez individuos de area endémica, sem
histérico da doenca, positivos para o teste de Montenegro, denominados subclinicos
(SC). Avaliamos também nove individuos com LC. Todos os pacientes com LC

apresentaram pelo menos uma lesdo ativa. Encontramos também uma diferenca
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significativa na reatividade ao teste de Montenegro entre pacientes com LC e
individuos SC. Os dados demogréficos e clinicos desses individuos estdo mostrados

na Tabela 9.

Tabela 9. Par@metros clinicos e Epidemioldgicos dos individuos SC e com LC

Caracteristicas Individuos SC Pacientes com LC
Sexo M:F 4:6 4:5
Idade, médiat SD padrdo anos 29,3+ 20,97 44,56+18,58
Nimero de lesdes ativas, média - 2,7
Tamanho DTH, média 0.41x0.44 0.92x0.92*

As CMSP dos pacientes com LC e dos individuos SC foram coletadas e
estimuladas com L. braziliensis. Em seguida, o RNA foi extraido e empregado em
ensaios de PCR em tempo real, utilizando iniciadores especificos. Os individuos SC
apresentaram maior expressao de CXCL10 (Figura 13A), IL6 (Figura 13B) e IFI27

(Figura 13 C) quando comparados aos pacientes com LC e esta diferenca foi

significativa.
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Figura 13. Expressédo dos genes CXCL10, IL6 e IFI27 em individuos SC e em pacientes
com LC por PCR em tempo real. As CMSP dos individuos SC e pacientes com LC foram
estimuladas com L. braziliensis e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real
utilizando iniciadores especificos para cada gene mostrado.Os valores de expressao de
cada gene estdo mostrados para cada individuo individualmente, indicando o valor de
mediana.
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Por outro lado, ndo encontramos diferencas significativas na expressédo de
TNF, IRF1 e JAK2 comparando individuos SC e pacientes com LC (Figuras 14 A, B

e C; respectivamente), apenas uma tendéncia de maior expressdo nos individuos

SC.
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Figura 14. Expressao dos genes TNF, IRF1 e JAK2 em individuos SC e em pacientes
com LC por PCR em tempo real. As CMSP dos individuos SC e pacientes com LC foram
estimuladas com L. braziliensis e 0 cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real
utilizando iniciadores especificos para cada gene mostrado. Os valores de expressédo de
cada gene estdo mostrados para cada individuo individualmente, indicando o valor de

mediana.
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Com relacdo ao IFNG (Figura 15A), encontramos uma expressao maior nos
pacientes com LC do que nos individuos SC e esta diferenga foi significativa. Por
outro lado, a expressdo de IL10 foi significativamente maior nos individuos SC

comparado aos pacientes com LC (Figura 15B).
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Figura 15. Expressao dos genes IFNG e IL10 em individuos SC e em pacientes com LC
por PCR em tempo real. As CMSP dos individuos SC e pacientes com LC foram
estimuladas com L. braziliensis e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real
utilizando iniciadores especificos para cada gene mostrado. Os valores de expresséo de
cada gene estdo mostrados para cada individuo individualmente, indicando o valor de
mediana.
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Ao avaliarmos a producgéo de IFNG por ELISA, corroboramos os achados de
expressao génica (Figura 15A), pois vimos uma maior produ¢ao nos pacientes com
LC do que nos individuos SC (Figura 16A). Por outro lado, na producédo de IL10,
vimos uma maior producao nos individuos SC do que nos pacientes com LC (Figura

16B), também confirmando os achados de expressao génica (Figura 15B).
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Figura 16. Producédo de IFNG e IL10 em em individuos SC e em pacientes com LC. As
CMSP dos individuos SC e pacientes com LC foram estimuladas com L. braziliensis e a
presenca de citocinas foi determinada por ELISA, no sobrenadante das culturas. Os valores
obtidos para cada individuo estdo mostrados individualmente. *p<0.05.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho, buscamos caracterizar o perfil de expressao génica
associado ao padrédo de producéo de IFNG de individuos AR e BR. Para isso, CMSP
de voluntarios saudaveis foram estimuladas in vitro com L. braziliensis e a producao
de IFNG foi determinada nos sobrenadantes de cultura. Em seguida, analisamos a
expressao génica das células estimuladas, utilizando microarranjos, e validamos a
expressdo de determinados genes por PCR em tempo real. Posteriormente,
avaliamos se as assinaturas génicas identificadas em individuos AR e BR se
associam com o padrdo de resposta imune observado em individuos de area
endémica identificados como subclinicos (SC) ou em portadores de Leishmaniose
Cutanea Localizada (LC). Para isso, CMSP obtidas de pacientes com LC e
individuos SC foram estimuladas in vitro com L. braziliensis e a expressdao de um
grupo de genes, significativamente modulados nos individuos AR e BR, foi avaliada
por PCR em tempo real.

Ao estimularmos CMSP de voluntarios saudaveis com L. braziliensis,
encontramos individuos que produzem alta quantidade de IFNG, denominados AR, e
individuos que produzem baixa quantidade de IFNG, denominados BR. Pompeu e
colaboradores, utilizando L. amazonensis, também verificaram estes dois padrdes
de resposta imune na primeira exposicdo a Leishmania: alta e baixa producéo de
IFNG (POMPEU et al.,, 2001). Nosso proximo passo foi estudar o padrdo de
expressao génica desses individuos. Nos individuos AR, a expressao das seguintes
moléculas foi modulada significativamente: citocinas (IFNG, IL1A, IL1B, IL6, IL7, IL8,
e TNF), receptores (IL31RA), fatores de transcricdo (IRF1 e STAT1), enzimas
(PTGS2), quinases (JAK2 e RIPK2). De modo geral, os individuos AR apresentaram
um predominio de moléculas moduladas positivamente.

Ja foi demonstrado que a ativacao de STAT1 e JAK2 induz a expressao de
IFNG e TNF e, por sua vez, das quimiocinas CXCL1 e CXCL10 (HIROI e OHMORI,
2003). Estes fatores de transcricdo estdo modulados positivamente nos individuos
AR. Além disso, o0 STAT1 também estimula a expressao dos genes OAS1 e IRF1
(HU et al., 2005), que também apresentaram expressao aumentada nos individuos
AR. Nos individuos AR, o TNF estd modulado positivamente e esse induz a
expressdo de IFN do tipo | e citocinas pro-inflamatorias, via IRF1 (YARILINA et al.,

2008), contribuindo assim para a assinatura dos individuos AR.
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J& foi evidenciado que o IFNG e o TNF induzem a atividade leishmanicida
(GREEN et al.,, 1990; MURRAY et al., 1985; NATHAN et al.,, 1983), e que a
producdo de NO pelos macréfagos € um dos mecanismos utilizados no controle da
infeccdo (MUKBEL et al., 2007). Ainda, nos individuos AR, a IL1B est4
positivamente modulada e leva a ativagdo do inflamossoma, que possui um papel
crucial no controle da Leishmania, através da producdo de NO (LIMA-JUNIOR et al.,
2013). O IFNG, juntamente com o TNF, por outro lado, podem prevenir a
proliferacdo de células T e suprimir o desenvolvimento de células T patogénicas
(revisado em MELLOR e MUNN, 2004). Assim, nos individuos AR, a maior
expressdo do IFNG e do TNF pode controlar a proliferacdo de células inflamatérias
e, ao mesmo tempo, induzir a destruicdo do parasita, via NO. Assim, os individuos
AR apresentam um perfil de resposta imune protetor.

A quimiocina CCL7, ou MCP-3 em humanos, € responsavel em atrair
monaocitos especificamente (VAN DAMME et al., 1992), e esta relacionada com a
resposta Th2 e a imunizacdo com antigenos de Leishmania em combinacdo com
esta quimiocina induz uma resposta Th2 nao protetora (SEREZANI et al., 2002).
Ainda, Katzman e Fowell demonstraram que, na infec¢cdo por L. major no modelo
murino, ha um aumento na expressado de CCL7 no sitio de infeccdo (KATZMAN e
FOWELL, 2008). A expressdo de CCL7 estda aumentada nos individuos AR,
sugerindo que ha modulacdo na resposta pro-inflamatéria, uma vez que estes
individuos apresentam uma resposta imune mista (Thl e Th2), e ndo apenas uma
resposta Thl.

A IL8 é uma citocina responsavel por recrutar neutréfilos e induzir a fagocitose
(BAGGIOLINI et al., 1989; GAINET et al, 1998). A producdo de IL8 induzida por
Leishmania provavelmente facilita a fagocitose do parasita e pode ter um papel
importante na resposta inicial ao parasita. Assim, Afonso e colaboradores
demonstraram que a interacdo de neutrdéfilos necréticos com macrofagos infectados
com L. amazonensis induz a morte do parasita (AFONSO et al., 2008).

Nos individuos BR também foram expressas, de maneira significativa,
diferentes categorias de moléculas: citocinas (IFNG, IL6, IL9 e LTA), receptores
(IL2RA, IL3RA, IL5RA, TLR2, e TNFSRF9), fatores de transcricdo (IRF1), enzimas
(IFIH1, MX1 e OAS1), quinases, entre outros. A expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (IFNG, IL6, TNF, IFI27) foi menor nos individuos BR do que nos AR e,
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de modo geral, os individuos BR apresentaram tanto moléculas moduladas
positivamente, quanto negativamente.

Células Thl controlam a resposta a L. major por meio da producgéo de IL10
(revisado em OGARRA e VIEIRA, 2007). Como a IL10 esta suprimida nos individuos
BR, sugerimos que a resposta imune ndo esta sendo regulada neste individuos.
Além disso, a STAT6 estd modulada negativamente nos individuos BR, sugerindo
uma supressao da resposta Th2 nestes individuos, pois a inducdo de uma resposta
do tipo Th2 depende da presenca de STAT6 (MAIER et al., 2012). Ainda, a IL9 é
uma citocina relacionada com a resposta Th2 (POSTMA et al.,, 1995) e ja foi
demonstrado uma associagcdo entre os niveis desta citocina produzida por CMSPs
de pacientes asméaticos com os niveis de IgE especifico para alergia (DEVOS et al.,
2006). Estes achados sugerem que a IL9 possui um papel importante na patogénese
da asma. Por outro lado, a IL9 teve sua produgcdo associada com células T
regulatorias (LU et al., 2006). Nos individuos BR, a expressdao de IL9 esta
aumentada, podendo controlar os niveis de IFNG (expresso em menor nivel) e, pode
estar associada com a inducdo de uma resposta Th2 néo protetora.

Nos individuos BR, também encontramos uma expressao positiva do IFITM2,
que faz parte de uma familia de genes induzidos por IFNs (FRIEDMAN et al, 1984).
Foi demonstrado que IFITM2 inibe o crescimento celular e induz a apoptose
dependente de caspase e independente da p53 (DANIEL-CARMI et al., 2009).
Assim, esta molécula pode estar apresentando um papel regulador nestes
individuos. Ainda, ja foi demonstrado que o TLR2 reconhece o LPG de L. major,
reduzindo a resposta leishmanicida por meio da inibicdo da expressdo de TLR9, o
qual esta associado com susceptibilidade a infeccdo (SRIVASTAVA et al., 2013).
Este receptor também apresentou expressdo aumentada nos individuos BR,
podendo contribuir para uma resposta ndo protetora nestes individuos.

A biologia de sistemas integra dados de genbOmica, prote6mica, etc, para
descrever as interacdes destes diferentes sistemas, com a finalidade de prever seu
comportamento (IDEKER et al., 2001). Uma das aplicacdes é a busca de uma
assinatura génica para prever a resposta a vacinas (NAKAYA e PULENDRAN,
2012). Assim, foram identificados biomarcadores (assinaturas moleculares) que
podem predizer a magnitude das respostas humoral e de células T CD8" induzidas
pela vacinacdo com a vacina para febre amarela YF-17D (QUEREC et al, 2009). Em

paralelo, foi possivel gerar novas hipoteses a respeito do mecanismo de acdo da
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vacina (GAUCHER et al, 2008). Nakaya e colaboradores (2011) aplicaram a biologia
de sistemas para analisar a resposta imune inata e adaptativa induzida por duas
vacinas contra a influenza em humanos. Os autores realizaram ensaios clinicos de
vacinacdo em voluntarios saudaveis utilizando o virus inativo (TIV) ou o virus ativo
atenuado (LAIV). Os autores determinaram que CMSPs de individuos imunizados
com LAIV expressaram genes envolvidos com a resposta de IFN do tipo I. Por outro
lado, na vacina TIV, houve a inducédo de genes do fator de transcricdo XBP-1 e de
genes correlacionados a 1gG, essenciais para resposta protetora. Ficou
demonstrado que o TIV é capaz de induzir a resposta humoral mais inicialmente,
demonstrando assim maior eficiéncia da vacina inativa do que da viva atenuada,
pois ja foi determinado que o sucesso da vacina depende do aumento nos niveis de
anticorpos contra o virus (NAKAYA et al., 2011).

Em nosso trabalho, observamos que as moléculas moduladas
significativamente nos individuos AR estdo associadas com a resposta
antimicrobiana, a resposta imune humoral e a sintese de proteinas. Nessa rede,
chama a atencdo a posicao central de CXCL10 (modulado positivamente), IFNB,
IgG2a e JAK2 (todos também modulados positivamente). CXCL10 é capaz de atrair
células T efetoras para sitios de inflamacdo e esta quimiocina é estimulada pelo
IFNG (DUFOUR et al, 2002). Também ja foi demonstrado que o CXCL10 é capaz de
induzir a expressdo de JAK2 que, juntamente com IFNG, induzem STAT1 e
moléculas regulatérias (revisado em WILDNER e KAUFMANN, 2013).
Interessantemente, ja foi demonstrado que o IFNB é capaz de modular a resposta
imune na infeccdo por M. tuberculosis pela expressdo de CXCL10 (LANDE et al.,
2013). Na infeccdo por Leishmania, Khouri e colaboradores demonstraram que o
IFNB inibe a SOD1 e assim a atividade leishmanicida nos macréfagos humanos
(KHOURI et al., 2009), possuindo um papel deletério no controle da infec¢cdo. Na
rede dos individuos AR, existe uma relacdo indireta muito proxima entre estas
moléculas que estdo moduladas positivamente, demonstrando assim um papel
importante para o desenvolvimento da resposta imune celular, enquanto na rede dos
individuos BR estas moléculas estdo distantes.

Nos individuos BR encontramos uma rede envolvida com a resposta imune
humoral, a sintese de proteinas e a sinalizagdo celular, na qual os genes centrais
foram 1gGl, NFkB, IL10 (suprimido) e CXCL10 (modulado positivamente).

Observamos na rede uma relacao direta do CXCL10, IL10 e IgG1 com NFkB, um
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fator de transcricdo que, apesar de nao ter sido uma das moléculas avaliadas,
possui um papel central na rede. A ativagdo do NFkB esta relacionada com o
desenvolvimento e maturacdo de células B, além da troca de isotipo de anticorpos,
podendo assim estar induzindo a resposta imune humoral (revisado em LIANG,
ZHOU e SHEN, 2004). O IgG1 é a molécula central na rede dos individuos BR e se
relaciona diretamente com IL10, que nestes individuos esta suprimida. Células Th2
geram sinais que facilitam o desenvolvimento de resposta com anticorpos IgG1, séao
essenciais na protecdo contra helmintos e na asma. Células Th2 podem produzir
IL10 (SOUSSI-GOUNNI et al, 2001) e a supresséao de IL10 pode estar permitindo o
desenvolvimento de uma resposta imune humoral nos individuos BR. Rodriguez e
colaboradores observaram que nos pacientes com LC, ha o desenvolvimento de
uma resposta imune humoral e que a mesma nao estd associada com protecao.
(RODRIGUEZ et al., 1996).

Nos individuos AR, a via canbnica mais significante apresentou genes
envolvidos com a comunicacdo entre células do sistema imune e 0S genes
principalmente envolvidos nessa resposta foram IFNG, TNFA e IL8. Ja se sabe que
o IFNG possui papel importante na ativagdo de macrofagos, eliminagédo do parasita
e na inducdo de uma resposta imune celular protetora na LCL. Porém, nos
individuos BR, a via canbnica mais significante apresentou genes relacionados com
o reconhecimento de antigenos via TLR, com a producdo de citocinas e com a
resposta imune inata. Os genes principalmente envolvidos nesta resposta foram
TLR2, TLR5, TLR4 e IL10. Ja foi demonstrado que o TLR2 reconhece LPG de L.
major, e reduz a resposta leishmanicida por meio da inibicio de TLR9
(SRIVASTAVA et al., 2013). Na via canbnica, o TLR2 esta induzido, enquanto os
TLR4 e TLR5 estédo suprimidos. Esta modulacdo dos TLR pode estar interferindo na

apresentacao de antigenos e na resposta imune inata.

Desta forma, vemos uma assinatura diferenciada entre individuos AR e BR,
nao apenas na expressao génica, mas também nas funcdes associadas. Em um
trabalho recente, foi mostrado que pacientes com LC apresentaram uma regulacéo
positiva de genes envolvidos com atragdo de células da imunidade inata e com a
apresentacdo de antigenos (MARETTI-MIRA et al., 2012). Por outro lado, os
pacientes com LM apresentaram poucos genes relacionados com a resposta imune,

sugerindo um controle insuficiente da infecgéo.
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A partir da andlise conjunta dos resultados determinamos um grupo de
moléculas cuja expressdo foi significativa (mais de 2 fold change) e as quais
apresentaram papel central nas redes de interacdo (IFNG, IFI27, IL6, IRF1, TNF,
IL10, CXCL10 e JAK2 ). As mesmas foram validadas em ensaios de PCR em tempo
real. Nao foi possivel validar aquelas com valor de expressao negativo: JAK2 e IL10.
Contudo, Morey e colaboradores demonstraram que existem fatores que influenciam
a correlacao dos resultados de microarranjos com PCR em tempo real (MOREY et
al., 2006). Eles evidenciaram que a correlacdo diminui com valores de expressao
negativos, o que explicaria a dificuldade na validacdo das moléculas com valores de
expresséo negativos.

Na ultima etapa do trabalho, avaliamos se a assinatura génica em individuos
AR e BR poderia ser associada com o padrdo de resposta imune observado em
individuos SC ou em pacientes com LC. Essa avaliacdo consistiu em determinar a
expressao das moléculas principais (IFNG, IFI27, IL6, IRF1, TNF, IL10, CXCL10 e
JAK2) em individuos SC e em pacientes com LC. Os individuos AR apresentam
expressao aumentada de TNF, IFNG, JAK2, entre outras. Assim, hipotetizamos que
essa resposta estaria associada com o desenvolvimento de uma reposta adaptativa,
capaz de controlar a infec¢éo, como observado nos individuos sem doenca (SC).

De fato, encontramos nos individuos SC uma assinatura pro-inflamatdria, com
expressao aumentada de IFI27, IL6 e CXCL10. Esta assinatura pode ser associada
com as funcbes relacionadas aos individuos AR. Embora a expressao dos genes
IRF1, JAK2 e TNF tenha sido maior nos individuos SC, essa diferenca nédo foi
significativa quando comparada a observada nos pacientes com LC. Suomela e
colaboradores (SUOMELA et al, 2004) demonstraram que a expressao de IFI27 esta
aumentada na pele de pacientes com psoriase, em eczema cronico e em cancer de
pele, sendo um marcador de proliferacéo epitelial e cancer.

Na leishmaniose, Castellucci e colaboradores demonstraram que
polimorfismos no gene da IL6 estdo associados ao risco de desenvolvimento da
forma mais grave da doenga, a LM, mas ndo da LC (CASTELLUCCI et al, 2006).
Como a expressao de IL6 foi modulada tanto em individuos AR quanto em BR,
podemos também sugerir uma associacdo entre assinatura génica e desfecho
clinico (SC x LC). O mesmo pode ser proposta para CXCL10, a qual apresentou
expressdo aumentada na lesdo tecidual (RITTER e KORNER, 2002). Os individuos
BR apresentaram um perfil de expresséo de IL9 e receptores da imunidade inata
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como o TLR2, caracterizando os pacientes com LC. Nos pacientes com LC, a
expressao de IFI27, IL6 e CXCL10 esta diminuida e podemos associar esse padréo
com a assinatura dos individuos BR.

Quanto ao IFNG, os individuos SC apresentaram menor expressao quando
comparados com os pacientes com LC. Assim, ndo foi possivel associar esse
padrdo com o observado nos individuos AR e BR. Porém, temos de considerar a
questdo temporal. Os individuos SC e os pacientes com LC possuem tempos
distintos de exposicdo a Leishmania, o que pode influenciar diretamente a habilidade
de produzir IFNG. Postulamos que os individuos AR possuem uma producdo de
IFNG elevada inicialmente e que esta diminui posteriormente, caracterizando o
individuo SC. Ja foi demonstrado que os individuos SC produzem niveis mais baixos
de IFNG (FOLLADOR et al., 2002). Por outro lado, os pacientes com LC possuem
elevada producao de IFNG no momento em que estdo com leséo ativa (CARVALHO
et al., 1985; COUTINHO et al., 1996; MELBY et al., 1994).

Quando avaliamos a expressao de IL10, encontramos maior expressdo nos
individuos SC do que nos pacientes com LC. Rocha e colaboradores compararam a
producgéo de citocinas em pacientes com LC inicial (tamanho da lesdo menor de 60
dias) e tardio (tamanho da lesdo maior que 60 dias). Os autores demonstraram que,
no inicio, os pacientes apresentam maior producdo de IL10, quando comparados
com os pacientes tardios, e que a regulacdo negativa de IL10 nos pacientes tardios
pode facilitar a multiplicacdo do parasita. Muitos trabalhos ja demonstraram in vitro
gue os individuos SC produzem baixos niveis de IFNG e TNFA (FOLLADOR et al,
2002; NOVOA et al, 2011), assim como uma maior producdo de IL10, quando
comparados aos pacientes com LC (BITTAR et al,, 2007b). Assim, a expressao de
IL10 possui um potente papel supressor da resposta imune na Leishmaniose,
limitando o dano tecidual (BERG et al., 1995). Essa ideia esta de acordo com o perfil
de expressdo de IL10 encontrado nos individuos AR e com a supressao na
expressdo de IL10 nos individuos BR e com a menor producdo de IL10 nos
pacientes com LC.

Ainda, a analise da expressao génica nas lesdes de pacientes com LC
demonstrou aumento de RNAm associados a uma resposta Thl (IFNG, TNF) e, em
menor extensao, IL10. Em outros estudos com pacientes com LC, foi encontrado o
mesmo padrio: maior expressio de IFNG e menor de IL10 (CACERES-DITTMAR et
al., 1993) assim como expressao de IL1A, IL6, IL10, IFNG e TNF (MELBY et al.,
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1994). Em bidpsias de pacientes com LC, observou-se maior expressdo de TNF,
IFNG, IL10, IL1B, IL8 e do fator de transcricdo IRF1 (KATARA et al., 2013). A
presenca destas moléculas pro-inflamatérias suporta a extensa inflamacao que
causa o dano tecidual na LC. A predominancia de citocinas do tipo 1 na leséo de
pacientes com LC esta associada a patologia da doenca (COUTINHO et al., 1996).
Por fim, outro ponto importante foi a expressdo de TLR2 e IL9. Como ja dito
anteriormente, estas duas moléculas possuem papel no desenvolvimento de uma
resposta Th2 e na propagacao da infeccéo, tendo um papel ndo protetor (POSTMA
et al., 1995; SRIVASTAVA et al., 2013). Ambas encontram-se com expressao
aumentada nos individuos BR e podem também corroborar a associacdo entre

assinatura génica no individuo BR e nos pacientes com LC.

8. CONCLUSAO

— Existem individuos que respondem, no primeiro contato com L. braziliensis,
com alta producéo de IFNG (AR) ou baixa producédo de IFNG (BR).

— Os individuos AR e BR apresentam assinaturas génicas diferentes (funcdes
associadas, vias de sinalizacao e redes de interacao).

— Associamos o padrao de expressao génica de IFI27, IL6, IL10 e CXCL10 dos

individuos AR com o observado nos individuos SC.
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APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESLCARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do estudo intitulado de: Estagios
Iniciais da resposta imune humana contra Leishmania braziliensis: Diferencas na

expressao génica de individuos alto respondedores e baixo respondedores
Primeiro vocé precisa saber que:
e A sua participagdo deve ser inteiramente voluntaria;

e Vocé pode decidir ndo tomar parte no estudo, ou se retirar dele a qualquer
tempo. Em qualquer caso, vocé ndo perdera qualquer beneficio a que tem

direito;

e Vocé nédo terd nenhum beneficio direto participando. Esta pesquisa podera

nos dar informacao para ajudar outras pessoas no futuro.

Descreveremos, a seguir, este projeto de pesquisa. Antes de decidir tomar
parte, faca as perguntas que desejar, discuta as suas duvidas sobre o projeto com
qualquer pessoa da FIOCRUZ, sua familia ou amigos, seu médico ou outro

profissional da saude.

O DNA é uma molécula longa, com formato parecido com o de uma
escada, que contém a informacédo necessaria para a vida de todo ser vivo. A
Leishmania é um microorganismo que causa uma doenca chamada leishmaniose

em humanos e animais.

O objetivo deste estudo serd observar alguns aspectos do seu DNA depois

de colocar células do seu sangue na presenca da Leishmania.

Caso vocé participe, coletaremos até seis tubos de sangue (60ml). Vocé
podera ter algum desconforto quando receber uma picada para colher o sangue
do seu brago e podera ocorrer um hematoma. Realizaremos sorologia para HIV /
AIDS.

Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, preservando

assim, sua identidade.



Também solicitamos a sua autoriza¢do para congelar as células obtidas e
utiliza-las em estudos que déem continuidade a este trabalho, sem que vocé seja
comunicado novamente, desde que o novo estudo obtenha parecer favoravel por
um comité de ética em pesquisa responsavel. Seja qual for o caso, o sigilo e a

confidencialidade das informacdes referentes a sua participagdo continuarao

preservados.

Coloque este documento em local seguro e o consulte a qualquer
momento. Tendo qualquer duvida, ndo hesite em contatar o pesquisador Manoel
Barral-Netto, na FIOCRUZ, através do telefone: 71-3176-2279.

Para notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade que ndo puder ser
resolvida pelo pesquisador poderei entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa do Centro de Pesquisas Gonc¢alo Muniz, pelo telefone (71) 3176-2285.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: Estagios iniciais da resposta imune humana contra
Leishmania braziliensis: Diferencas na expressdo génica de individuos alto

respondedores e baixo respondedores

E, li e/ou ouvi o esLCarecimento sobre o projeto e compreendi a funcdo do estudo,
e qual procedimento eu serei submetido. A explicacdo que recebi esLCarece os
riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participacdo a qualqguer momento, sem justificar minha decisdo e que isso néo
afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que nao terei
despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Sei também que meu
material podera ser estocado para utilizacdo em estudos futuros, desde que seja
autorizado por um comité de ética em pesquisa. Diante desse entendimento eu

concordo em participar do estudo.

Assinatura do Voluntario Data

Assinatura do Pesquisador Data

Assinatura da Testemunha Data




