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RESUMO

SEVILLANO, OR. Contribuicdo da expressdo do fator de crescimento insulina-
simile I (IGF-I) e do seu receptor no parasitismo de macréfagos humanos por
Leishmania (L.) infantum. (dissertacdo). S&o Paulo: Instituto de Medicina Tropical
de Séo Paulo da Universidade de Sao Paulo; 2018.

Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca causada por Leishmania (Leishmania)
infantum no Brasil. Na infeccdo ao lado da reposta imune especifica, fatores
inespecificos do hospedeiro podem desempenhar um papel importante. Em
trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo observou-se na infeccdo in vitro de
macréfagos murinos por L. (L.). major o papel de IGF-I1 como efetor da resposta a
IL-4, demonstrando que o IGF-I é um fator importante envolvido na interacao
parasito-hospedeiro no modelo de Leishmania (L.) major. Observou-se que 0s
fatores envolvidos na interacdo mudam dependendo da espécie de Leishmania
envolvida na infeccdo, desta forma, procuramos o papel do IL-4 e sua relagdo com
0 IGF-I na infeccdo de macrofagos humanos THP-1 por L. (L.) infantum.
Macréfagos THP-1 foram infectados com L. (L.) infantum, sob o estimulo de IL-4
e IGF-1 recombinante. Nossa analise do parasitismo ndo revelou um aumento ap6s
24 e nem 48 horas e sim ap06s 72 horas sob estimulo de IL-4 e o parasitismo sob
estimulo de IGF-1 ndo aumento apds 24 e nem 72 horas e sim uma diminuicao
apos 48 horas. Enquanto a producdo de NO e a atividade da arginase se
mantiveram constantes em todos os periodos avaliados a expressdo de arginase 1
aumenta na infeccdo, mas os estimulos de IL-4 e IGF-1 ndo tem efeito sobre a
expressdo. A expressdo de IGF-1 aumenta na infeccdo e os estimulos de IL-4 e
IGF-I ndo tem efeito sobre a expressdo. Ja a expressdo do receptor apresentou
uma diminuicdo durante a infecgdo nos tempos avaliados. Considerando 0s nossos
achados, onde a infeccdo de macréfago humano por L. (L.) infantum néo
estimulou a producao de NO e nem a atividade da arginase e os estimulos de 1L-4
e IGF-I nas células infectadas ndo provocou um aumento significativo da
atividade da arginase, os dados sugerem que a arginase tanto da célula quanto do
parasita ndo sejam fundamentais para o desenvolvimento do parasita e onde a
producdo de NO na célula ndo seja danosa para o parasita.

Descritores: Leishmaniose visceral, Fatores de crescimento, Macrofagos
humanos, Leishmania (L.) infantum, Citocinas, Fator de crescimento insulin-like
l.



ABSTRACT

SEVILLANO, OR. Contribution of the expression of insulin-like growth factor |
(IGF-1) and its receptor in the parasitism of human macrophages by Leishmania
(L.) infantum. (dissertacdo). S&o Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o
Paulo da Universidade de Sao Paulo; 2018.

Visceral leishmaniasis (LV) is a disease caused by Leishmania (Leishmania)
infantum in Brazil. During infection the specific immune response, nonspecific
host factors may play an important role. In studies developed by our group we
observed the role of IGF-1 as an effector of the IL-4 response in the in vitro
infection of murine macrophages by L. (L.). major, demonstrating that IGF-I is an
important factor involved in the parasite-host interaction in the Leishmania (L.)
major model. It was observed that the factors involved in the interaction depend
on the species of Leishmania involved in the infection. In this way, we look for
the role of IL-4 and its relationship with IGF-I in L. (L.) infantum infected human
THP-1 macrophages. THP-1 macrophages were infected with L. (L.) infantum
under stimulation of recombinant IL-4 and recombinant IGF-I. Parasitism analysis
did not show an increase after 24 and 48 hours, but after 72 hours under IL-4
stimulation and parasitism under IGF-1 stimulation did not increase after 24 nor
72 hours but a decrease after 48 hours. While NO production and arginase activity
remained constant at all evaluated periods, arginase 1 mMRNA expression
increased in infection, but the IL-4 and IGF-I stimuli had no effect on expression.
Expression of IGF-I mRNA increases in infection and the IL-4 and IGF-I stimuli
have no effect on expression. Already the expression of the receptor presented a
decrease of mMRNA during the infection in the evaluated times. The expression of
the receptor showed a decrease in expression during infection at the times
evaluated. Considering our findings, where human macrophage infection by L.
(L.) infantum did not stimulate NO production and neither arginase activity nor
the 1L-4 and IGF-I stimuli in infected cells did not induce a significant increase of
the arginase activity, the data suggest that neither cell nor parasite arginase are
critical to parasite development and where NO production in the cell is not

harmful to the parasite.

Key words: Visceral leishmaniasis, Growth factors, Human macrophages,

Leishmania (L.) infantum, Cytokines, Insulin-like grow factor 1.
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1.- INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas que afetam o homem e
diversos mamiferos, sdo causadas por protozoario do género Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), um parasito digenético, que se encontra
distribuido em zonas tropicais e subtropicais no mundo. As manifestac6es clinicas
das leishmanioses variam em relacdo com a espécie de Leishmania e a resposta
imune do hospedeiro, podendo variar desde acometimento de pele e mucosa até a
doenga visceral (1).

A leishmaniose visceral (LV) esta presente em 98 paises, é prevalente em
88 paises e endémica em 65 deles, de acordo com os dados da Organizagédo
Mundial da Saude. Cerca de 90% dos casos registrados acontecem na india,
Sudao, Bangladesh, Nepal e Brasil com uma incidéncia anual de 500.000 casos
(2). Entre 20.000 e 40.000 pessoas morrem por LV anualmente. A leishmaniose se
propagou principalmente por migracdo das populacBes e atualmente os dados
mostram um processo de urbanizacdo da doenca (3).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica, que afeta células do
sistema fagocitico mononuclear, apresenta hepatomegalia, esplenomegalia,
pancitopenia e hipergamaglobulinemia e pode provocar a morte do hospedeiro
guando sem tratamento (4). A LV é causada por espécies de Leishmania do
complexo donovani: Leishmania (L.) donovani na india e leste da Africa, e por
Leishmania (L.) infantum em outras partes da Asia, Europa, Africa e América (5).

Brasil registra o maior nimero de casos de LV que ocorrem na América, a
doenca esta distribuida nas 27 unidades federativas, sendo o Nordeste a regido
com maior incidéncia 58.6% dos casos. No Brasil, registraram-se 3.453 casos de
LV em 2014. A letalidade estava em torno de 6.9% em 2014 (6).

O parasito se transmite pela picada das fémeas dos flebotomineos da
familia Psychodidae: o género Phlebotomus na Africa, Europa, e 0 género
Lutzomyia na América (7). Lutzomyia longipalpis é o vetor da Leishmania (L.)
infantum agente causal de LV na Ameérica.

Os flebotomineos ingerem macréfagos infectados com parasitos, na forma
amastigota, quando se alimentam com sangue e linfa de um hospedeiro mamifero.

Na transferéncia do parasito do hospedeiro mamifero para o flebotomineo, ocorre

12



alteracdo do microambiente: diminui a temperatura e aumenta o pH, o que
desencadeia mudancas de amastigotas para outra forma mdvel, com flagelo no
extremo anterior, denominada promastigota, que se desenvolve no tubo digestivo
(intestino médio) do inseto e migra ao aparelho bucal (8) (9).

Ao picar o hospedeiro, as promastigotas metaciclicas da Leishmania sé&o
introduzidas na pele, logo sdo fagocitadas pelas células do sistema fagocitico
mononuclear. Durante a fusdo do vacuolo parasitoforo com o lisossomo, 0
parasito diferencia-se em amastigota, que é mais resistente ao pH 4acido, as
lisozimas hidrolases, ao 6xido nitrico (NO) e ao peroxido de hidrogénio (H20>)
(10). As amastigotas de L. amazonensis se multiplicam por divisdo binéria dentro
dos macrofagos e sdo transferidas célula-célula dentro de estruturas denominadas
“zeiotic” (vesiculas membranosas proprias da apoptose) quando a célula
hospedeira doadora expressa sinais de apoptose iminente; assim se transferem sem
exposicdo total ao meio ambiente extracelular, evadindo do sistema imune do
hospedeiro e mantendo o ciclo infeccioso (11) .

A imunidade inata tem um papel importante na leishmaniose, inicia-se
imediatamente depois do ingresso do promastigota no hospedeiro, sendo que
acontecimentos iniciais sdo cruciais no estabelecimento da infec¢do. Nesta fase,
encontramos a participacdo do sistema do complemento, células
polimorfonucleares neutrdéfilos, células “natural killer” (NK), macrofagos e fatores
de crescimento. Estes elementos formam a primeira barreira contra a infeccéo,
dificultando sua instalagdo e ao mesmo tempo séo elementos que podem ajudar a
evadir da resposta protetora do hospedeiro (12).

Na sequéncia, a resposta imune especifica e particularmente a resposta
celular é importante no controle da leishmaniose e foi demonstrada nas infecgdes
experimentais em camundongos. Um dos modelos mais estudados s&o os
camundongos de linhagens isogénicas infectados com Leishmania (Leishmania)
major, onde se observou que os linfécitos T helper CD4" tém duas sub-
populagcbes funcionalmente diferentes com secrecdo de citocinas diretamente
correlacionadas com a resisténcia, IFN-y, que € produzida em maior proporgéo
pelos camundongos C57BL/6 ou a susceptibilidade, IL-4 e IL-13, que sdo

produzidas em maior proporcdo pelos camundongos BALB/c (13). A atividade
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destas citocinas direcionam o metabolismo da L-arginina. INF-y gera radicais de
nitrogénio que sdo microbicidas e induz nos macrofagos a expressdo do gene de
sintase induzivel do oxido nitrico (NOS2). Alternativamente, pode levar a
producéo de poliaminas sob estimulo por IL-4 e IL-13 que induzem a expressao
da enzima arginase.

As diferentes manifestagdes clinicas nas leishmanioses séo o resultado da
interacdo entre as caracteristicas imunologicas do hospedeiro e da espécie de
Leishmania envolvida. Modelos experimentais em camundongos mostraram uma
diferenga marcante na evolucdo da infeccdo e na resposta imune por espécies
viscerotropicas como L. (L.) donovani e L. (L.) infantum quando comparados em
modelos com a infeccdo por L. (L.) major.

Nos modelos experimentais de LV in vivo, 0 camundongo BALBI/c
infectado com L. (L.) infantum é suscetivel nos primeiros quinze dias, mas, no
periodo subsequente, a infeccdo é controlada pelo hospedeiro (14). Estudos da
resposta imune mostram a importancia dos linfécitos T na resisténcia contra L.
(L.) donovani, com a participagdo de citocinas, IFN-y e IL-2, que controlam a
infecdo nas primeiras semanas da infeccdo. Estudos da I1L-10 sugerem um papel
importante desta na suscetibilidade, independentemente da expressao de IFN-y.
Ao contrario do que acontece com L. (L.) major os estudos mostraram que o IL-4
ndo tem influéncia na suscetibilidade na infecdo por L. donovani (14).

Além do papel de citocinas na evolucdo da infeccdo por Leishmania, as
citocinas IL-4, IL-13 e IFN-y modulam a expressdao do fator de crescimento
insulina-simile (IGF)-1 (15) (16), fator que esta presente na pele e, portanto, um
dos primeiros fatores com que os parasitos, na sua forma promastigota, tem
contato ao ingressar no hospede. Além da presenca do IGF-I nos tecidos 0s
macrofagos expressam constitutivamente o fator, de modo que as formas
amastigotas no interior dos macrofagos poderiam ter contato com o fator também.
Foi por essa razdo que as pesquisas sobre o papel do IGF-I e sua relagédo com as
citocinas Thl e Th2, nas infec¢des por Leishmania, comegcaram no grupo da Prof?
Hiro Goto.

IGF-1 é um peptideo monocatenario de 70 aminoacidos, masa molecular

de 7,649 kDa. Sua producdo é estimulada pelo horménio de crescimento (growth
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hormone = GH) e o IGF-I inibe a secrecdo de GH, estabelecendo-se um circuito
de retroalimentacdo negativa GH/IGF-I1 (17) (18). IGF-1 € expresso no tecido
cutaneo normal, macréfagos humanos, células T humanas e por leucocitos de
camundongos, mas 90% do IGF-I circulante é sintetizado no figado. O IGF-I
circula no sangue, unido as proteinas transportadoras (IGFBP) e interage com seu
receptor (IGF-IR) nos 6rgdos alvo tais como cérebro, rim, cora¢do, musculos,
0ssos, intestinos e testiculos. Também se expressa nas células “natural killer”
(NK), mondcitos, células B, células T (CD4" e CD8") e macroéfagos (19). O IGF-I
€ um polipeptideo com acgdo enddcrina, paracrina e autécrina (20) e regula o
crescimento, proliferacdo, desenvolvimento normal, diferenciacdo, migracdo e
apoptose, tendo papel importante na inflamacao e regeneracao celular.

Em estudos de nosso grupo se observou que o IGF-I produz diferentes
efeitos sobre Leishmania e leishmanioses. Em concentragdes fisiologicas (1-50
ng/ml) induz um crescimento acelerado de amastigotas axénicas e promastigotas,
assim como a fosforilacdo de moléculas intracelulares (20) (21). Em cdes com LV
se observou uma discrepancia: niveis altos de mMRNA do IGF-I no figado e niveis
baixos do IGF-I no soro, sugerindo a existéncia de um controle pés-
transcripcional do IGF-I durante a LV (22).

Em estudos in vivo, os camundongos BALB/c foram infectados com
Leishmania apos pré-incubacdo com IGF-I recombinante, observou-se aumento
do nimero dos parasitos, do tamanho das lesGes e da inflamacdo, indicando que
IGF-I favorece o desenvolvimento do parasito intracelular na leishmaniose (23).

Em macrofagos de camundongo BALB/c infectados com promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis, o IGF-I recombinante adicionado a cultura
induziu o0 aumento do parasitismo e a0 mesmo tempo, aumento da expresséo e a
atividade da arginase do macrofago e do parasito. Observou-se também uma
diminuicdo da producdo do 6xido nitrico (NO) e na expressdao de NOS2 (24).
NOS?2 catalisa a producdo de NO que tem efeito leishmanicida.

Como o0s macrofagos expressam IGF-1 intrinsecamente, foi avaliada
também a sua expressdo em macrofagos infectados por Leishmania (L.) major.
Observou-se a presenca de IGF-I em macréfago e circundando o parasito

fagocitado (25). Ao estimular com INF-y e utilizando RNA de interferéncia
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(SiIRNA) para mRNA do IGF-I, observou-se uma reducdo dos niveis de mMRNA e
proteinas de IGF-I, assim também reducdo da carga parasitaria. Esta carga se
recupera por completo com adi¢do do IGF-I recombinante, sugerindo um papel
essencial do IGF-I na proliferacdo de Leishmania (L.) major (26).

O receptor do fator de crescimento insulina-simile 1 (IGF-IR) é um
receptor trans-membrana, altamente conservado, da familia dos receptores tirosina
quinase RTK (classe Il). Seu gene se encontra no braco q26 do cromossoma 15,
codifica uma proteina de 95 kDa em humanos (27). O receptor é composto por
duas subunidades extracelulares alfa e duas subunidades intracelulares beta. Tém
70% de similaridade ao receptor de insulina (IR), especialmente no dominio
tirosina quinase (84%) (28). A interacdo IGF-1/IGF-IR ativa vias de sinalizacdo de
proliferacdo celular e anti-apoptose. A unido do IGF-I as subunidades alfa induz
mudanga estrutural e unido de dois ou mais receptores e isto produz fosforilagcdo
de amino&cidos nos seus dominios. Estes processos de fosforilagcdo recrutam as
moléculas intermediarias da sinalizacdo de IGF-IR, como os substratos do IR 1-4
(IRS 1-4) ou as proteinas Shc, produzindo sinais intracelulares das vias de quinase
fosfatidiinositol 3 (PI3K) ou da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)
(29).

Estudos anteriores do grupo da Prof?. Hiro Goto mostraram a expressao da
molécula substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) em Leishmania (L.)
mexicana como participante da via de sinalizagdo intracelular de IGF-IR (21).
Posteriormente, caracterizou-se o receptor do IGF-1 (IGF-IR) em promastigotas de
Leishmania (L.) mexicana, encontrando-se similaridade com a subunidade alfa do
IGF-IR humano, possivelmente participando do efeito de IGF-I na proliferacdo do
parasito (30).

Citocinas afetam a expresséo de IGF-I. TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y inibem
a expressdo de IGF-1 nos macrofagos com efeito negativo sobre o crescimento
celular (15). Alguns fatores de crescimento como o TGF-f1 tem efeitos
antagonistas ao de IGF, diminuindo o nimero de receptores do IGF-1. A insulina é
outro regulador importante para o sistema IGF, influenciando na sintese e
secrecdo do IGF-1 e a expressdo do IGF-IR (31). IL-4 e I1L-13 também aumentam

a expressdo de IGF-1 nos macréfagos (16).
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Nos estudos anteriores demonstrou-se que, em general, o IGF-1 favorece a
proliferacdo da Leishmania e o desenvolvimento da leishmaniose com espécies de
Leishmania dermotropicas. Na espécie Leishmania (L.) infantum (L. chagasi),
embora a proliferagdo seja influenciada pelo IGF-I, a atividade da arginase
diminuia nos promastigotas por efeito do IGF-1 (32), mostrando indicios de que a
via da arginase poderia ndo ser a via estimulada pelo IGF-1 no caso da L. (L.)
infantum e poderia ndo ser tdo importante para o desenvolvimento da infeccéo.

O modelo de camundongos BALB/c infectados por L. (L.) donovani
mostra um perfil de expressao de citocinas diferente ao perfil visto no modelo de
BALB/c infectado por L. major (33). Esta diferenca na evolugdo da infeccdo em
camundongos BALB/c, sendo suscetivel a infeccdo por L. (L.) major, mas
resistente com L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, levanta a necessidade de se
estudar os mecanismos de interacdo Leishmania-macréfago em cada espécie de
Leishmania.

Na interacdo Leishmania (L.) major e macréfago murino, IL-4 induz o
aumento do parasitismo como esperado. No entanto, nos experimentos de
silenciamento génico do IGF-1 por RNA de interferéncia, foi observado que o
efeito do IL-4 era anulado, ndo se conseguindo aumentar o parasitismo quando o
IGF-1 era silenciado. Estudos foram aprofundados e concluiu-se que o IGF-I era o
elemento efetor da acdo da citocina IL-4 (26).

Observado o papel importante do IL-4 no modelo macréfago murino
infectado por L. (L.) major, passamos a estudar o seu efeito nas infeccOes de
macrofagos humanos por L. infantum. Visamos encontrar o papel do IL-4, sua
relacdo a expressao e efeito de IGF-I, efetor putativo de IL-4, durante a infeccéo
do macréfago humano por espécie viscerotropica, no modelo humano in vitro, na
busca de fator ou mecanismo que explique a diferenca nesse modelo. Como IL-4
tem efeito sobre o metabolismo de L-arginina no modelo murino aumentando a
expressdo e a atividade da arginase, diminuindo ao mesmo tempo a expressdo do
NOS?2 e a producdo do 6xido nitrico, avaliamos, na sequéncia, os produtos finais
destas duas vias do metabolismo da L-arginina e a expressio do mRNA da
Arginase 1. A via de sinalizacdo de IGF-I implica a expressdo do seu receptor e,

desta forma, focamos a expressdo de MRNA de IGF-1 e IGF-IR.

17



2.- OBJETIVOS
2.1.- Objetivo geral

Analisar a contribuicdo da expressédo do fator de crescimento insulina-
simile I (IGF-1) e do seu receptor no parasitismo de mondcitos humanos por

Leishmania (L.) infantum sob estimulos de IL-4 e IGF-I.

2.2. - Objetivos especificos

Em macrdfagos derivados da linhagem monocitica humana THP-1
infectados por L. (L.) infantum:
— Avaliar o efeito de IL-4 no parasitismo, na producdo de 6xido nitrico (NO),
atividade da arginase e expressdo de mRNA de Arginase 1, de IGF-I e de IGF-
IR.
— Avaliar o efeito de IGF-I no parasitismo, na producdo de 6xido nitrico (NO),
atividade da arginase e expressdo de mRNA de Arginase 1, de IGF-I e de IGF-
IR.
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3.- MATERIAIS E METODOS
3.1.- Animais

Hamsteres (Mesocricetus auratus) machos, nao isogénicos (45 a 60 dias),
foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo (S&o Paulo, Brasil).

O uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT-USP), sob
0 nimero 2015/295A (Anexo).

Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo em ambiente com temperatura controlada, agua e

racdo (Purina Brasil) a vontade.

3.2.- Células THP-1

Foi utilizada a linhagem celular de mondcitos humanos THP-1 (TIB-202 —
ATCC - The Global Bioresource Center, USA) (34). As células foram cultivadas
em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, GIBCO, Life
Technologies, Brasil) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB)
(GIBCO, Invitrogen, Life Technologies, Brasil) inativado a 56 °C por 30 minutos.
A cultura foi realizada a temperatura de 37°C com atmosfera imida e 5% de CO-

e 0 meio de cultura foi renovado a cada trés dias.
3.2.1.- Diferenciacdo de mondcitos THP-1

Macréfagos THP-1 foram obtidos incubando os mondécitos com Phorbol
Myristate Acetate (PMA) 20 ng/mL (Sigma, Brasil) em meio RPMI 1640 com 2%
SFB, foram cultivados em placas de cultura de 24 pocos (JetBioFil, China)
durante 24 horas. Na sequéncia, o0 meio RPMI 1640 com 2% SFB inativado foi
renovado e incubado por 48 horas para completar a sua adesdo aos pogos de
cultura. A cultura foi realizada em atmosfera umida com 5% de CO- a 37 °C.

Foram colocados 5 x 10° células/poco em 1 mL de meio para avaliar o
parasitismo e 108 células/poco para avaliar a concentragdo de 6xido nitrico (NO),
atividade da arginase e extragcdo de mRNA.
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3.3.- Parasitos

Nos experimentos, foi utilizada a cepa Leishmania (Leishmania) infantum
MHOM/BR/72/LD.

Parasitos foram obtidos a partir de homogeneizado de bago de hamsters
infectados. Cultivados em meio 199 (Invitrogen, USA) com penicilina
(100UI/mL), gentamicina (10pg/mL), L-glutamina (2mM), Hepes (10 mM) e
Hemina (20mg/mL), suplementado com 10% de SFB inativado (GIBCO,
Invitrogen, Life Technologies, Brasil), e 5% de urina humana filtrada. As culturas

foram mantidas a 26°C.

Promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram utilizadas nos

ensaios de infeccdo de macrofago.
3.3.1.- Manutencéo da cepa de Leishmania (L.) infantum

Para manter a capacidade infectiva dos parasitos, hamsteres foram
inoculados intraperitonealmente com uma suspensdo do homogeneizado de baco
de hamster infectado (a presenca de amastigotas no tecido foi avaliada por
microscopia de luz) em 1 mL de meio RPMI 1640. O procedimento foi realizado

a cada 3 — 4 meses.

Os animais foram anestesiados com isoflurano (BaxterHealthcare, USA),
por via inalatéria (concentracdo alveolar minima de 1,5%), para realizacdo do

procedimento.

3.4.- Infeccdo de macréfagos THP-1 in vitro

Macrofagos THP-1 cultivados em placas de cultura de 24 pogos foram
lavados uma vez com Phosphate-buffered saline (PBS) 0,01M, PH 7,0 a 37 °C
para retirar as células ndo aderidas. Suspensdo de promastigotas em meio RPMI
1640 com 2% SFB inativado foi adicionada na propor¢do de 8
parasitos/macrofago e as placas foram incubadas em atmosfera Umida com 5% de
CO a 37 °C durante 6 horas. A seguir, os pocos foram lavados duas vezes com
PBS a 37 °C para retirar as promastigotas nao internalizadas e 0 meio RPMI 1640
com 2% SFB inativado foi renovado e os cultivos mantidos por 24, 48 e 72 horas

para as avaliacoes.

20



Foram infectados 5 x 10° células/poco em 1 mL de meio para avaliar o
parasitismo e 10° células/poco para avaliar a concentragdo de 6xido nitrico (NO),

atividade da arginase e extracdo de mRNA.

3.5.- Tratamento de IGF-I nas infeccGes

Em alguns experimentos, os macrofagos THP-1 infectados por Leishmania
(L.) infantum foram tratados com IGF-1 recombinante humano (50 ng/mL) (R&D
Systems, USA) em RPMI 1640 com 2% SFB inativado e mantidas por 24, 48 e 72
horas para avaliar seu efeito sobre o parasitismo, a producdo de nitrito, atividade

de arginase e a expressdo dos genes Arginase 1, IGF-1 e IGF-IR.

3.6.- Tratamento de IL4 nas infeccGes

Em alguns experimentos, os macrofagos THP-1 infectados por Leishmania
(L.) infantum foram tratados com IL-4 recombinante humano (20 ng/mL)
(Prepotech, USA) em meio RPMI 1640 com 2% SFB inativado e mantidas por 24,
48 e 72 horas para avaliar seu efeito sobre o parasitismo, a producdo de nitrito,
atividade de arginase e a expressao dos genes Arginase 1, IGF-1 e IGF-IR.

3.7.- Atividade da arginase

Atividade da arginase foi medida pela producdo de ureia, produto da
hidrolise da L-arginina causada pela enzima arginase presente nos macrofagos
infectados (35).

Placas de cultivo foram retiradas da estufa e imediatamente foram
coletados e guardados os sobrenadantes, macrofagos infectados e ndo infectados
no nimero de 10° celulas/pogo, foram lisados com 100uL de Triton-100 a 0,01%
com inibidor de proteases (Protease Inhibitor Mix G 39101, Serva) 10uL/mL.

Para ativagédo da enzima arginase, 50uL dos lisados foram misturados com
50 uL de 10 mM MnClz e 50 mM Tris-Cl pH 7,4 e incubados a 55 °C por 10

minutos.

Ap0s a ativacdo da enzima, acrescentaram-se 25 pL de L-arginina (Sigma,
Brasil) 0,5 M pH 9,7 e incubados a 37 °C por 45 minutos. A reacdo foi parada
com adicdo de 400uL de HoSO4/H3PO4/H20 (1/3/7 viviv).
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Foram acrescentados 25 pL de 9% a-isonitrosopropiophenone (ISPF)
(Sigma, Brasil) em etanol 100% e incubado a 95 °C por 45 minutos. A
concentracdo de ureia foi avaliada por espectrofotometria a 540 nm (Multiskan
MCC/340 P versédo 2,20 Labsystems, Finlandia), onde uma unidade da atividade
enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima que forma 1 umol de

ureia por minuto.

3.8.- Dosagem de 6xido nitrico

A producdo do oOxido nitrico foi avaliada pela concentracdo de nitrito
(NO2) presente nos sobrenadantes dos cultivos de 10° células/pogo (36). As
concentracdes foram determinadas por ensaio em placas de poliestireno (Nunclon,
Denmark) de 96 pocos. As amostras (50uL) foram distribuidas nos pocos, em
triplicatas, e adicionados 50uL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1%
de diamino naftaleno diidroclorado e 2% de acido fosforico em agua bidestilada),
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos protegidos da luz. Foi utilizado
nitrito de sodio (NaNO2) em meio RPMI 1640 como referéncia. As amostras
foram avaliadas por espectrofotometria a 540 nm (Multiskan MCC/340 P verséo

2,20 Labsystems, Finlandia).

3.9.- Parasitismo

Para avaliacdo do parasitismo foram utilizadas laminulas circulares de
13mm (Knittel Glasser, Germany) sobre as quais foram colocados 5 x 10°
macrofagos/poco e infectados na proporc¢édo de 8:1 parasitos / celula. Foi avaliado
ap6s 24, 48 e 72 horas por microscopia Optica. Laminulas foram coradas
utilizando Pandtico répido (New Prov, Brasil), fixadas em ldaminas com Permount
(Fisher Scientific, USA). Foram contadas 900 células por experimento (300
células por laminula), o resultado foi expresso em numero de amastigotas por 100
celulas.
3.10.- Extracéo do RNA

RNA total foi extraido de 10° células/pogo utilizando 1mL de TRIzol ®
Reagent (Ambion, Life thecnologies, USA), foi adicionado 200 pL de
cloroférmio. Centrifugou-se a 12000g por 20 minutos a 4°C, a fase aquosa foi

separada e se adicionaram 500 uL de isopropanol. A mistura foi mantida por 30
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minutos a temperatura ambiente, centrifugada a 140009 por 15 minutos para obter

0 pellet.

Removido o sobrenadante, foi adicionado 1 mL de etanol 75% & 4°C e
centrifugado a 7600g por 10 minutos, ap6s nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado. O pellet deixado a temperatura ambiente por 10 minutos foi
ressuspendido em agua livre de RNAse (DEPC) (Invitrogen, USA) 20 uL e
dosado e analisado por espectrofotometria a 260/280 nm em espectrofotometro
UV-Vis NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,DE), valores

de 1,8 - 2,0 foram considerados aceitaveis.
3.11.- Obtencédo do cDNA

Foi utilizado o reagente High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, USA), foi utilizado 1ug de RNA na obtencao de cDNA.

3.12.- Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Foram misturados 4 pL de cDNA com 4 pL do reagente 5X HOT
FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Estonia), 0.5 pL de
cada primer a 10uM (sequencias dos primers em Tabela 1), e 12 pL de agua
MilliQ autoclavada. As amplificacbes foram realizadas no equipamento StepOne

(Ampplied Biosystems, USA), descri¢do dos ciclos na Tabela 1.

A quantificacdo relativa da expressdo do RNA mensageiro foi mensurada
utilizando a comparacéo do Threshold cycle (C+) dos genes alvo (IGF-I, IGF-IR e
Arginase 1) com o gene constitutivo GAPDH. Para a analise da expressao
normalizamos os resultados, descontando o Ct obtido do gene constitutivo do C+
do gene alvo de cada amostra (ACt). Para as comparacdes dos resultados entre 0s
diferentes grupos, calculamos em relagéo ao valor de ACT da célula sem infecgéo

e sem estimulo (AACT) e o valor final foi obtido da equago: 2- 44t (37).
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Tabela 1.- Sequéncias de iniciadores, utilizados na gPCR

Sequéncias Ciclos: 40
IGF-I humano
Forward 5 CTGAGCTGG TGGATGCTCTTCAZJ
Reward 5 GACTGC TGG AGCCATACCCTGT3 95°C — 15 seg
IGF-IR humano 58°C — 30 seg
Forward 5 GGT CTC TGA GGC CAG AAATGG A3 72°C — 30 seg

Reward 5 CAG CAAGGTCTC TGT GGACGAA3JZ
GAPDH humano

Forward 5 GTC GGA GTC AACGGATTTGGTC3
Reward 5 TGC CAT GGG TGG AAT CATATT G 3"
Arginase 1 humano

Forward 5 ACC CTG GGG AAC ACTACATTTTGAZ
Reward 5 CCATCACCTTGCCAATTCCTAGTC 3

3.13.- Tratamento de IGF-I sobre os promastigotas

Promastigotas 5 x 10° por mL foram tratados com IGF-1 recombinante
humano (R&D Systems, USA) nas concentrag¢fes de 25, 50 ou 100 ng/mL em
frascos de 5 mL. As culturas foram mantidas a 26 °C por 11 dias e as contagens

foram realizadas a cada 24 horas.
3.14.- Andlise estatistica

Todos os resultados apresentados sdo de tres experimentos independentes
com triplicatas em cada experimento, resultados estes analisados juntando-se
todos os dados. A analise estatistica foi realizada empregando-se os testes
ANOVA e Tukey e todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia
de 5%. Foi realizada uma andlise descritiva dos resultados e a apresentagdo das
varidveis mensuradas foi feita em tabelas e graficos utilizando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc., San Diego, CA, USA).
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4.- RESULTADOS

4.1.- IGF-I induz aumento na proliferacdo de promastigotas de Leishmania

(Leishmania) infantum

Foi avaliado o efeito do IGF-I, nas concentracdes 25, 50 e 100 ng/mL, no

crescimento de promastigotas de L. (L.) infantum (Fig. 1).

A fase logaritmica da curva de crescimento se desenvolve entre o dia trés e
o0 dia quatro atingindo a fase estacionaria no dia seis, com diminui¢cdo do nimero

de parasitos nos dias subsequentes.

Observamos um efeito doses resposta nas diferentes concentragbes do
IGF-1 recombinante com o aumento do nimero de parasitos. Como no dia seis a
cultura apresenta maior nimero de parasitos, escolhemos este dia como o dia

adequado do cultivo para realizar as infecces.
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Figura 1. Efeito do IGF-I no crescimento de promastigotas de Leishmania (L) infantum
in vitro. Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (L.) infantum sob
estimulo de IGF-1 (25, 50 e 100 ng/mL) e cultivados por 11 dias em meio 199. Resultado
representado pelo nimero de promastigotas x 10° (média + desvio-padrdo). *=P<0.05
(100ng/mL), #=P<0.0001 (50ng/mL), W=P<0.0001 (25ng/mL) em relagdo ao grupo
controle sem IGF-I (Meio 199). Testes de ANOVA e Tukey.

25



4.1.- Efeito do IGF-1 nos macrdéfagos infectados por Leishmania (L.) infantum
O estudo teve inicio com o estabelecimento das condi¢cbes experimentais.
4.1.1.- Viabilidade de mondcitos THP-1

Como o soro fetal bovino (SFB) possui tragos de IGF-I e insulina que
poderiam estimular a via de sinalizagdo IGF-I/IGF-IR, avaliamos o efeito da
albumina sérica bovina, livre de insulina, como suplemento para o meio de cultura a

ser utilizado no crescimento das células THP-1.

Para obter células em cultura com BSA livre de insulina, os meios de cultura
foram suplementados com concentracdes cada vez menores de SFB, passando de
20% para 10% (Fig.2A, 2B) ou 20% para 10% e para 5% (Fig. 2C, 2D). Logo apds
essa diminuicao de SFB, foi avaliada a viabilidade das células quando suplementadas
com BSA nas concentragbes 1%, 0.5% e 0.25% (Fig. 2B, 2D). Utilizaram-se as

mesmas concentracGes de SFB como controle (Fig. 2A, 2C).

Observou-se que as células suplementadas com BSA apresentavam menor
viabilidade celular quando comparadas com as células suplementadas com SFB.
Desta forma, optamos por continuar 0s experimentos mantendo os mondécitos THP-1
em cultura com meio suplementado com 10% de SFB para obter maior nimero de

celulas viaveis e testar concentracfes menores de SFB nas etapas seguintes.
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Figura 2.- Avaliagao da viabilidade de mondcitos THP-1 com concentragdes diferentes de suplementos SFB e BSA. Mondcitos cultivados
previamente com 10% SFB (A, B) ou 5% SFB (C, D) foram mantidas em cultura com baixas concentragdes de SFB (A, C) e BSA (B, D) por 24h, 48h e 72h.

Resultado representado pela porcentagem de células vidveis (média * desvio-padrdo). *=P<0.05, **=P<0.001, ***=P<0.0001, Testes de ANOVA e
Tukey.
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4.1.2.- Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos THP-1

Ap0s termos optado por cultivo de mondcitos com suplementagdo com 10%
de SFB, procuramos a menor concentracdo de SFB que néo afetasse a diferenciacéo
dos monocitos em macrofagos THP-1. Assim, foi testada a porcentagem de

macrofagos aderidos ap6s o tratamento com PMA. Foram utilizados 5 x 10° células

por pogo.

Durante o tratamento com PMA foram usadas as concentragdes de 0.25%,
0.5%, 1.0%, 2.0% e 5.0% de SFB por 24 horas, apds esse tempo 0 meio com PMA
foi retirado e as células foram lavadas uma vez com PBS a 37 °C para retirar as
células ndo aderidas. O meio com PMA e o PBS das lavagens foram coletados e
centrifugados a 1200 RPM para recuperar as células ndo aderidas.

Apds as lavagens foi colocado meio novo nas mesmas concentracdes de SFB
por 48 horas, tempo em que 0s macrdfagos completam a sua adesdo. A seguir o0 meio
foi retirado e os pogos lavados uma vez com PBS a 37 °C. O meio retirado e o0 PBS
das lavagens foram centrifugados e as células contadas. O numero final de células
ndo aderidas foi obtido da soma das duas contagens expressadas em porcentagem de

celulas aderidas (38).

Observamos que ha uma maior porcentagem de células aderidas nas
concentracdes de 2% e 5% de SFB, ndo se observando diferenca estatisticamente
significante nessas concentracfes, 0 que nos levou a opcdo de continuar os testes

com essas duas concentragdes (Fig. 3).
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Figura 3. Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos THP-1. Diferenciacdo de mondcitos
THP-1 apéds tratamento com PMA (20ng/mL) em meio RPMI 1640 e SFB (0.25%, 0.5%, 1%,
2% e 5%). Resultado representado pela porcentagem de células aderidas nos pogos de
cultura (média * desvio-padrdo). **=P<0.001, ***=P<0.0001, Testes de ANOVA e Tukey.
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4.1.3.- Viabilidade dos macrofagos

Apols termos observado a porcentagem de macrofagos THP-1 aderidos,
avaliamos a sua viabilidade quando cultivados com 2% e 5% de SFB, incubados em
atmosfera imida a 37 °C e 5% de CO por 24 e 48 horas.

O teste de viabilidade foi realizado por contagem de trés campos de 100

células por poco de cultura utilizando azul de Trypan.

Observamos que a viabilidade dos macrofagos foi maior em meio com 5% de
SFB, mas, nas duas concentracdes de SFB, a viabilidade se manteve acima de 83%
(Fig. 4), optando-se, portanto, por utilizar as duas concentragdes nos testes
posteriores.

100- ko S
e 3 5% SFB

80- =3 2% SFB

60+

404

Células viaveis (%)

20+

24h 48h 24h 48h

Figura 4. Viabilidade de macréfagos THP-1. Macréfagos THP-1 cultivados em meio RPMI
1640 e SFB 2% e 5% por 24h e 48h. Resultado representado pela porcentagem de células
vidveis (média * desvio-padrao). ***=P<0.0001, Testes de ANOVA e Tukey.
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4.1.4.- Producéo de 6xido nitrico por estimulo de LPS

Macrofagos THP-1 foram estimulados com LPS em concentracdes de 0.1 até
10 pg/mL. A produgdo de 6xido nitrico, ndo foi influenciada pelo LPS, apresentando

uma concentracdo basal em todos os experimentos na comparagdo com o nao tratado.

4.1.5.- Parasitismo de macrofagos infectados com diferentes proporcdes de

parasito/macréfago

Macrofagos THP-1 foram infectados com trés proporcdes diferentes de

parasitos por célula (4, 8 e 10 parasitos/célula).

Encontramos que a proporcao 8 parasitos/célula permite observar um melhor
desenvolvimento da infeccdo, com aumento no numero de parasitos nos trés tempos
avaliados e com um perfil similar nas duas concentragdes de SFB. Ja na proporgdo de
4 parasitos/célula ndo se observou aumento progressivo no nimero de parasitos e na
proporcdo 10 parasitos/célula se observa uma diminuicdo do nimero de parasitos nas
72 horas (Fig.5). Por essa razdo, continuamos 0s experimentos com a proporc¢édo de 8

parasitos/célula.
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Figura 5. Parasitismo de macréfagos infectados com diferentes proporgées de
parasito/célula. Macrofagos THP-1 infectados com promastigotas de Leishmania (L.)
infantum (4, 8 ou 10 parasitos/célula) em meio RPMI 1640 com 2% SBF (A) e 5% SBF (B) por
24h, 48h e 72h. Resultado representado pelo nimero de parasitos por 100 células
(mediana e intervalo entre percentis 25 e 75). *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001, Testes

de ANOVA e Tukey.
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4.1.6.- Expressdo do mRNA de IGF-I e IGF-IR em macrofagos infectados

Tendo definida a proporcao de parasito/célula passamos a avaliar a expressdo
do mRNA de IGF-I (Fig. 6A, 6B) e IGF-IR (Fig. 6C, 6D) em cultivos com 2% de
SFB (A, C) e 5% de SFB (B, D). Foi utilizado o gene de GAPDH como referéncia.

Observamos que nos macrofagos infectados, tanto com 2% de SFB quanto
com 5% de SFB, 0o mRNA de IGF-I se apresentou uma tendéncia a maior expresséo
nos trés tempos avaliados quando comparados com o controle macréfago néo

infectado sem tratamento.

No experimento com 2% de SFB, apds 24 horas se apresentou uma tendéncia
a maior expressdo de 0.27 vezes, ja apds 48h se apresentou uma tendéncia a maior
expressao de 1.20 e ap6s 72h uma tendéncia a maior expressdo de 1.18 em

comparacdo com o macrofago ndo infectado (figura 6 A).

No experimento com 5% de SFB, a expressdo apds 24 horas se apresentou
uma tendéncia a maior expressdo de 0.40 vezes, ja apos 48h uma tendéncia a maior
expressdo de 1.19 vezes e apds 72h uma tendéncia a maior expressdo de 1.15 vezes
em comparacdo com o macrofago néo infectado (figura 6 B).

Na avaliacdo da expressdo de mRNA de IGF-IR observamos que 0s
macrofagos infectados tanto com 2% quanto com 5% de SFB apresentaram uma
tendéncia a menor expressdo nos trés tempos avaliados quando comparados com 0

controle macr6fago ndo infectado e sem tratamento.

No experimento com 2% de SFB, apds 24h se observou uma tendéncia a
menor expressao de 0.37 vezes, ap0s 48h uma tendéncia a menor expressao de 0.18
vezes e apds 72h uma tendéncia a menor expressao de 0.27 vezes em comparagdo

com os macrdfagos néo infectados (Fig. 6 C).

No experimento com 5% de SFB, ap6s 24h se observou uma tendéncia a
menor expressdo de 0.33 vezes, apds 48h uma tendéncia a menor expressao de 0.082
vezes e apds 72h uma tendéncia a menor expressao de 0.26 vezes em comparagdo

com os macrdfagos nédo infectados (Fig. 6 D).
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Nas duas concentracGes de SFB, se observou que o perfil de expressdo dos

genes IGF-1 e IGF-IR foi similar nos trés tempos avaliados.

Nossos resultados mostraram que existe similaridade entre os macrofagos
cultivados com 2% e 5% de SFB tanto na diferenciacdo do mondcito, na viabilidade
dos macrofagos, no parasitismo e na expressdo de mRNA dos genes alvo. Sendo que
esta etapa da padronizacao do estudo visara definir qual é a menor concentracdo de
SFB que ndo afetara o desenvolvimento da infeccdo e suas caracteristicas
fisiologicas, decidimos utilizar 2% de SFB nos préximos experimentos do estudo.
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Figura 6. Expressao de mRNA de IGF-1 e IGF-IR em macréfagos THP-1. Expressdo de mRNA
de IGF-I (A, B) e IGF-IR (C, D) em macréfagos THP-1 infectados por promastigotas de
Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) em meio RPMI 1640 com 2% SFB (A, C) e 5%
SFB (B, D) por 24h e 48h e 72h. Resultado representado pela expressao relativa de mRNA
dos genes em relagdo a expressdo do grupo controle sem infec¢do (média + desvio-padrao).
Testes de ANOVA e Tukey.
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4.2.- Efeito do IL-4 sobre o parasitismo

Observou-se que nos macrofagos infectados, sem tratamento de IL-4, o

parasitismo aumenta significativamente no periodo de 24 a 48 horas.

Observou-se que o parasitismo se mantem semelhante nos macrofagos
infectados tratados com IL-4 na comparacdo com o controle infectado sem
tratamento apds 24 e 48 horas. J& apds 72h o parasitismo aumenta no macréfago
infectado com tratamento de IL-4, na comparagdo com o macrofago infectado sem

tratamento (Fig. 7).
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Figura 7. Efeito do IL-4 sobre o parasitismo de macréfagos THP-1. Macréfagos THP-1
infectados por Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) em meio RPMI 1640
suplementados com 2% SBF e sob estimulo de IL-4 (20ng/mL) por 24h, 48h e 72h. Resultado
representado pelo nimero de amastigotas por 100 células (mediana e intervalo entre
percentis 25 e 75). *=P<0.05, **=P<0.001, Testes de ANOVA e Tukey.
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4.3.- Efeito de IL-4 sobre a concentracao de 6xido nitrico

Foi avaliada a producdo de nitrito nos macrofagos THP-1 infectados na
presenga do IL-4 recombinante (20 ng/mL). IGF-1 recombinante foi acrescentado
apos as 6 horas de infeccdo e mantido durante os trés tempos avaliados 24, 48 e 72

horas.

No experimento, observou-se uma tendéncia a diminui¢do da producdo de
NO nos macréfagos ndo infectados tratados com IL-4, ap6s 24 e 48 horas. Nas
células infectadas, ndo se observou alteracdo na producdo de NO na presenca de IL-
4. (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito do IL-4 sobre a producdo de o6xido nitrico em macréfagos THP-1.
Macrofagos THP-1 foram infectados por promastigotas de Leishmania (L.) infantum (8
parasitos/célula) e sob estimulo de IL-4 (20ng/mL) por 24h, 48h e 72h. Resultado
representado pela concentragdo de nitrito (LM) (mediana e intervalo entre percentis 25 e
75). Testes de ANOVA e Tukey.
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4.5.- Efeito do IGF-I sobre a atividade da arginase

Foi avaliada a atividade da arginase dos macrofagos infectados na presenca
do IL-4 recombinante (20 ng/mL). IL-4 recombinante foi acrescentado apds as 6
horas de infecgdo. Observamos que nos macrofagos infectados sob estimulo ou néo
de IL-4, ndo houve alteracdo na atividade da arginase na comparacdo com 0 grupo
controle de macrofagos ndo infectados e ndo tratados. Observamos resultados
semelhantes nos macrofagos nao infectados e tratados com IL-4 nos trés tempos
avaliados (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito do IL-4 sobre a atividade da arginase em macréfagos THP-1. Macréfagos
THP-1 foram infectados por promastigotas Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e
sob estimulo de IL-4 (20ng/mL) por 24h, 48h e 72h. Resultado apresentado pelo mU de
arginase em 10° células (média + desvio-padrdo). Testes de ANOVA e Tukey.
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4.6.- Efeito de IL-4 sobre a expressdo da arginase 1 humana

Observamos, apos 24h, que existe uma tendéncia a uma maior expressao de
MRNA de arginase 1 nos trés grupos avaliados. Nos macrofagos ndo infectados, com
tratamento de IL-4, se observou uma maior expressao de 2 vezes. Nos macrofagos
infectados, sem tratamento, houve uma tendéncia a maior expressao de 0.83 vezes.
Nos macréfagos infectados e com tratamento, houve uma tendéncia a maior
expressdo de 1.53 vezes quando comparados com o controle macr6fagos néao
infectados sem tratamento (Fig. 10 A).

Apds 48h, observamos uma tendéncia a uma maior expressao nos trés grupos
quando comparado com o grupo controle macréfagos ndo infectados sem tratamento.
Nos macrofagos ndo infectados com tratamento uma tendéncia a maior expressdo de
1.82 vezes. Nos macrofagos infectados, sem tratamento, uma tendéncia a maior
expressao de 1.34 vezes e nos macrofagos infectados com tratamento, uma tendéncia

a maior expressdo de 1.56 vezes (Fig. 10 B).

Nos grupos infectados, apos 24h, com o tratamento com IL-4 observou-se
uma tendéncia a maior expressao, ja apds 48 horas se manteve semelhante ao grupo

nao tratado.
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Figura 10. Efeito do IL-4 sobre a expressao de mRNA de Arginase 1 em macréfagos THP-1.
Expressdo de mRNA de Arginase 1 em macréfagos THP-1 infectados por promastigotas de
Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e sob estimulo de IL-4 (20 ng/mL) por 24 h (A)
e 48 h (B). Resultado representado pela expressdo relativa de mRNA de Arginase 1 em
relagdo a expressdo do grupo controle sem infeccdo e sem estimulo (média + desvio-
padrdo). Testes de ANOVA e Tukey.
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4.6.- Efeito de IL-4 sobre a expressdo de mRNA de IGF-1 e IGF-IR

Na comparacdo com o grupo controle de macréfagos nao infectados, sem
tratamento, ap6s 24 horas, observou-se uma tendéncia a maior expressdo de 1,03
vezes nos macrofagos ndo infectados, com tratamento. Nos macrofagos infectados,
sem tratamento, ndo se observou alteracdo na expressdo nos macréfagos infectados,

com tratamento, uma tendéncia a maior expressdo de 0.49 vezes.

Ap0s 48 horas, nas trés condicdes experimentais, houve tendéncia a maior
expressao em comparacdo com o grupo controle macréfagos ndo infectados sem

tratamento.

Apos 48 horas o grupo infectado tem uma tendéncia ao aumento da expressao

quando comparado com 24 horas.

Ao avaliar a expressdo de mRNA de IGF-IR, observamos uma tendéncia a
menor expressao nos trés grupos avaliados apos 24h. Os macréfagos nao infectados
ndo apresentaram alteracdo na expressdo. Nos macrofagos infectados, sem
tratamento, houve uma tendéncia a menor expressao de 0.57 vezes e nos macrofagos
infectados com tratamento uma tendéncia a menor expressdao de 0.68 vezes na
comparag¢do com o grupo controle macréfagos ndo infectados sem tratamento (Fig.
11 C).

Na avaliacdo da expressdo ap6s 48 horas, quando comparados com 0 grupo
controle macréfagos ndo infectados sem tratamento, observamos maior expressao de
1.26 vezes nos macrofagos ndo infectados com tratamento. Nos macrofagos
infectados, sem tratamento, apresentam uma tendéncia a menor expressdo de 0.29
vezes e nos macréfagos infectados com tratamento, ndo se observou alteracdo na
expressdo (Fig. 11 D). A diferenga do efeito de IL-4 sobre a expresséo de IGF-IR na
célula infectada, levando ao aumento da expressdo, e sobre a célula infectada,

levando a diminuicdo da sua expressao, foi significante.
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Figura 11. Efeito do IL-4 sobre a expressao de mRNA de IGF-I e IGF-IR em macréfagos THP-1.
Expressdo de mRNA de IGF-I (A, B) e IGF-IR (C, D) em macrdfagos THP-1 infectados por
promastigotas de Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e sob estimulo de IL-4 (20
ng/mL) por 24 h (A, C) e 48 h (B, D). Resultado representado pela expressdo relativa de mRNA
dos genes em relagdo a expressdo do grupo controle sem infeccdo e sem estimulo (média *
desvio-padrdo). *=P<0.05, Testes de ANOVA e Tukey.
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4.7.- Efeito do IGF-I sobre o parasitismo

Observou-se que nos macrofagos infectados sem tratamento com IGF-1 o
parasitismo aumenta significativamente ap0s 48 e 72 horas na comparacdo com 0S

macrofagos infectados ndo tratados apds 24 horas.

Nos macrofagos infectados e tratados com IGF-I, o parasitismo diminui
significativamente apds 48 horas na comparacgédo ao controle macrofagos infectados sem
tratamento, caindo de 115 para 99 parasitos/100 células. Apds 24h e 72h o parasitismo
ndo apresenta uma diferenca significativa entre os macrofagos tratados e néo tratados
(Fig. 12).
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Figura 12. Efeito do IGF-I sobre o parasitismo de macréfagos THP-1. Macréfagos THP-1
infectados por promastigotas de Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) em meio RPMI
1640 suplementados com 2% SBF e sob estimulo de IGF-I (50ng/mL) por 24h, 48h e 72h.
Resultado representado pelo nimero de amastigotas por 100 células (mediana e intervalo
entre percentis 25 e 75). **=P<0.001, ***=P<0.0001, Testes de ANOVA e Tukey.
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4.8.- Efeito do IGF-1I na producéo de 6xido nitrico

Foi avaliada a producéo de 6xido nitrico, medido como nitrito, nos macréfagos
THP-1 infectados na presenca do IGF-I recombinante (50 ng/mL). O IGF-I
recombinante foi acrescentado apds as 6 horas de infec¢do e mantido durante os trés
tempos avaliados 24, 48 e 72 horas.

No experimento (Fig. 13), ndo se observam diferencas significativas nas
diferentes condicBes. No entanto, observa-se uma tendéncia & diminuigdo na
concentracdo de 6xido nitrico nos macréfagos nédo infectados, sob efeito de IGF-1, em
compara¢do com o0s macrofagos ndo infectados sem tratamento. Nos macréfagos

infectados, ndo se observam alteracdes na producdo de NO sob estimulo de IGF-I.
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Figura 13. Efeito do IGF-I sobre a produgao de o6xido nitrico em macréfagos THP-1.
Macrofagos THP-1 foram infectados por promastigotas de Leishmania (L.) infantum (8
parasitos/célula) e sob estimulo de IGF-I (50ng/mL) por 24h, 48h e 72h. Resultado
representado pela concentragdo de nitrito (UM) (mediana e intervalo entre percentis 25 e 75).
Testes de ANOVA e Tukey.
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4.9.- Efeito do IGF-I sobre a atividade da arginase

Foi avaliada a atividade da arginase dos macrofagos infectados na presenca do
IGF-1 recombinante (50 ng/mL). IGF-I recombinante foi acrescentado apds as 6 horas
de infecgdo. Observamos que nos macréfagos infectados, sob estimulo ou ndo de IGF-I,
ndo houve alteracdo na atividade da arginase na comparagdo com 0 grupo controle de
macrofagos ndo infectados sem tratamento. Observamos resultados semelhantes nos

macrofagos ndo infectados e tratados com IGF-1 nos trés tempos avaliados (Fig. 14).
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Figura 14. Efeito do IGF-l1 sobre a atividade da arginase em macréfagos THP-1. Macréfagos
THP-1 foram infectados por promastigotas Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e sob
estimulo de IGF-1 (50ng/mL) por 24h, 48h e 72h. Resultado apresentado pelo mU de arginase
em 10° células (média + desvio-padrdo). Testes de ANOVA e Tukey.
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4.10.- Efeito do IGF-I sobre a expressdo da arginase 1 humana

Observamos uma tendéncia a maior expressao de mRNA de arginase 1 ap0s 24h
nos trés grupos avaliados quando comparados com o controle macrofagos nao
infectados sem tratamento. Os macréfagos ndo infectados com tratamento apresentaram
uma maior expressdo de 2 vezes, 0s macréfagos infectados sem tratamento uma maior
expressao de 1.23 vezes e 0s macrofagos infectados com tratamento uma tendéncia a
maior expressdo de 1.69 vezes quando comparados com o controle macréfagos nao
infectados sem tratamento (Fig. 15 A). Nos macrofagos infectados, o incremento na

expressdo na presenca de IGF-1 € marginal.

Ja apds 48h, observamos uma tendéncia a menor expressdo de mRNA de
Arginase 1 nos trés grupos avaliados quando comparados com o controle macréfagos
ndo infectados e sem tratamento. Os macrofagos ndo infectados com tratamento
apresentaram uma tendéncia a menor expressao de 1.06 vezes, os macrdfagos infectados
sem tratamento uma tendéncia a menor expressdo de 0.14 vezes e 0s macrofagos
infectados com tratamento uma tendéncia a menor expressdo de 1 vez quando

comparados com o controle macrofagos néo infectados sem tratamento (Fig. 15 B).

Apbs 24 horas nos macrofagos ndo infectados sem tratamento observou-se uma menor
tendéncia ao aumento do mRNA de arginase 1 quando comparados com 0 grupo
macrofagos infectados com tratamento ( 1,23 e 1.69 respectivamente) ja em 48 horas
qguando comparamos 0s grupo macrofagos infectados sem tratamento e macrofagos
infectados com tratamento observamos uma tendéncia a uma marcada diminuicdo da
expressdao quando comparado com o0 grupo infectado sem tratamento com uma
tendéncia marginal a maior expresséo de 0.12, mostrando que a diminui¢do marcada da
expressao é efeito do IGF-1 ap6s 48 horas e apresenta diferenca significativa (Fig. 15
B).
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Figura 15. Efeito do IGF-l sobre a expressdo de mRNA de Arginase 1 em macréfagos THP-1.
Expressdo de mRNA de Arginase 1 em macréfagos THP-1 infectados por promastigotas de
Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e sob estimulo de IGF-I (50 ng/mL) por 24 h (A) e
48 h (B). Resultado representado pela expressao relativa de mRNA de Arginase 1 em relagdo a

expressdo do grupo controle sem infeccdo e sem estimulo (média + desvio-padrdo). Testes de
ANOVA e Tukey.
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4.11.- Efeito do IGF-I sobre a expressdo de mRNA de IGF-1 e IGF-IR

Observamos aumento na expressdo de mRNA de IGF-I nos trés grupos avaliados
tanto ap06s 24h (Fig. 16 A) quanto 48h (16 B).

Ap0ls 24 horas, nos macrofagos ndo infectados com tratamento, 0 mRNA de
IGF-1 se apresentou uma tendéncia a maior expressdo de 1,19 vezes. Nos macréfagos
infectados sem tratamento se apresentou uma tendéncia aumento da expressdo de 0.6
vezes. Nos macrdfagos infectados, com tratamento, houve uma tendéncia a maior
expressao de 0.92 vezes na comparacdo com o grupo controle macréfagos nédo
infectados sem tratamento. Nos macréfagos infectados, o incremento na expressdo na
presencga de IGF-I foi marginal

Apos 48 horas, nos macréfagos néo infectados com tratamento 0o mRNA de IGF-
| apresentou uma tendéncia a maior expressdo de 1,14 vezes. Nos macrdfagos
infectados sem tratamento. Houve uma tendéncia a maior expressao de 0.6 vezes. Nos
macrdfagos infectados, com tratamento, houve uma tendéncia a maior expressao de 0.28
vezes na comparagdo com o grupo controle macrofagos ndo infectados sem tratamento.
Nos macréfagos infectados, na presenca de IGF-I, houve diminuicdo da expressao em
relacdo as células infectadas sem estimulo.

Ao avaliar a expressdo de mRNA de IGF-IR, observamos uma tendéncia a
menor expressdao nos trés grupos apds 24h. No macro6fago ndo infectados com
tratamento observamos uma tendéncia a menor expressdo de 0.21 vezes, nos
macrofagos infectados sem tratamento uma tendéncia a menor expressédo de 0.32 vezes
e nos macrdfagos infectados com tratamento uma tendéncia a menor expressdo de 0.19
vezes na comparacdo com o grupo controle macréfagos ndo infectados sem tratamento
(Fig. 16 C). Nos macréfagos infectados, o incremento na expressdo na presenca de IGF-
| foi marginal.

Na avaliacdo da expressdo apds 48 horas, observamos uma tendéncia a maior
expressdao de 0.73 vezes nos macréfagos nao infectados com tratamento. J& nos
macrofagos infectados sem tratamento houve uma tendéncia a menor expressdo de 0.35
vezes e nos macréfagos infectados com tratamento uma tendéncia a menor expressao de
0.20 vezes na comparacdo com o grupo controle macréfagos ndo infectados sem
tratamento. (Fig. 16 D). Nos macrdfagos infectados, a alteracdo na expressao na

presenca de IGF-I foi marginal.
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Figura 16. Efeito do IGF-1 sobre a expressao de mRNA de IGF-I e IGF-IR em macréfagos THP-1.
Expressdo de mRNA de IGF-I (A, B) e IGF-IR (C, D) em macrdfagos THP-1 infectados por
promastigotas de Leishmania (L.) infantum (8 parasitos/célula) e sob estimulo de IGF-I (50
ng/mL) por 24 h (A, B) e 48 h (C, D). Resultado representado pela expressdo relativa de mRNA
dos genes em relagdo a expressdo do grupo controle sem infeccdo e sem estimulo (média *

desvio-padrdo). *=P<0.05, Testes de ANOVA e Tukey.
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5.- DISCUSSAO

Partindo dos dados anteriores do nosso grupo mostrando o papel importante do
IGF-1 no desenvolvimento da infeccdo por espécies dermotropicas de Leishmania, IGF-
| atuando como efetor da citocina IL-4 na infeccdo de macrofago murino por L. (L.)
major e, principalmente, considerando que dados da literatura indicam ndo efeito de IL-
4 na suscetibilidade a infeccdo de macrdfagos por espécies viscerotropicas de
Leishmania, propomos estudar o papel do IL-4, sua relacdo com a expressao e efeito de
IGF-1 na interacdo L. (L.) infantum e macréfago humano na busca de elementos ou

mecanismos que tragam uma explicacdo a diferenca em esse modelo.

Como sabiamos, de antemdo, que encontrariamos dados diferentes e até
controversos dos estudos anteriores realizados com espécies dermotrdpicas,
empenhamos inicialmente na padronizacdo de todos os detalhes metodoldgicos para
chegarmos a dados realmente confidveis. Observamos nesta fase que os macrofagos
THP-1 apresentavam caracteristicas distintas de macréfagos murinos. A atividade da
arginase dos macrofagos THP-1 mostrou uma atividade basal que foi o dobro da
atividade basal dos macr6fagos murinos RAW 264.7. Também os macréfagos THP-1
mostraram ndo ter resposta ao tratamento com LPS mas produzia uma concentracdo
basal de NO (dados ndo mostrados). A seguir, verificamos o efeito de IGF-I in vitro
sobre promastigotas de L. (L.) infantum, analisamos a seguir a evolugdo do parasitismo
em células infectadas e expressdo de mRNA de IGF-I e receptor de IGF-1 em células
infectadas.

Iniciamos, na sequéncia, a avaliacdo do efeito de IL-4 e, depois de IGF-I, na
infeccdo de macréfago humano THP-1 por L. (L.) infantum sobre o parasitismo e 0s
elementos da via metabdlica de L- arginina e expressdao de mRNA de IGF-I e receptor

de IGF-I em células infectadas.

Quando avaliamos o efeito de IGF-1 sobre promastigotas de Leishmania (L.)
infantum in vitro, observamos efeito indutor de proliferagdo, um efeito dose-resposta de
IGF-I com a proliferacdo, como fora mostrado com espécies dermotropicas
anteriormente (21) (23) (32). Dados anteriores indicam que a acdo de IGF-I sobre L.
(L.) amazonensis e L. (V.) brazilensis leva ao aumento da expressdo e atividade da
arginase da via metabdlica de L- arginina (32), levando & producdo de poliaminas,

nutriente importante para a replicagdo celular. No entanto, foi observado anteriormente
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que o efeito de IGF-I sobre a espécie viscerotropica L. (L.) infantum (L.(L.) chagasi) era
distinto, sendo relatada a diminui¢do na atividade da arginase sob efeito de IGF-1 (32).
Desta forma, repetimos o experimento no presente estudo observando-se diminui¢do da
atividade da arginase em promastigotas de L. (L.) infantum estimuladas por IGF-I,

corroborando os dados anteriores (dados ndo mostrados).

Tentando aprofundar estudos da relagdo hospedeiro-parasita que possui a L. (L.)
infantum realizamos experimentos de infeccdo in vitro, a fim de observar inicialmente o

efeito de IL-4 durante a infeccéo.

O efeito de IL-4 sobre o parasitismo ndo foi evidente nas primeiras 48 horas,
sendo detectado aumento somente com 72 horas de cultura. Pesquisamos, a seguir, 0s
elementos da via metabdlica de L-arginina, ligados ao controle ou proliferacdo do
parasito, para correlacionar ao parasitismo. Tanto a producdo de éxido nitrico quanto a
atividade da arginase ndo mostraram alteracdes significativas na presenca do estimulo
por IL-4. Esses resultados ndo parecem ser devidos a origem da célula utilizada, célula
de linhagem humana, pois resultados semelhantes foram encontrados utilizando
macréfagos murinos infectados por L. (L.) infantum (39). Esses resultados reforcam os
dados da literatura que mostra ndo efeito de IL-4 na suscetibilidade a infeccdo por
espécie viscerotropica de Leishmania (40). Na literatura encontramos informacdes
contraditérias sobre a expressdo de mRNA e proteina da arginase nos macrofagos
humanos, sob estimulo de IL-4 (41). Nossos resultados mostram que ap6s 24 horas 0s
macrdfagos infectados com tratamento de IL-4 apresentam uma tendéncia a aumentar a
expressao de mRNA de Arginase 1, porém essa tendéncia ndo foi evidenciada na
atividade da arginase, o que sugere que exista algum tipo de controle postranscripcional
que pode ser via microRNAs o que ja foi relatado na literatura (42) (22) com o parasito
modulando ou induzindo a expressdao de microRNAs

A expressdo de mRNA de IGF-I sugere-se ser maior sob efeito de IL-4 nas
células infectadas a 24 horas de cultura. O perfil de expressdo foi semelhante entre a
expressao de mMRNA de arginase 1 e IGF-1. Ja a expressdo do IGF-IR apresentou uma
tendéncia a menor expressdo nos macréfagos infectado com e sem tratamento que apés
48 horas se torna significativa, mas estas mudangas nos perfis de expressdo néo tiveram

efeito no parasitismo nos tempos de 24 e 48horas.
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N&o encontrando efeitos consistentes em macrofagos infectados por L. (L.)
infantum sob estimulo de IL-4, passamos analisar o efeito de IGF-1. Quando analisamos
o efeito de IGF-I na infeccdo de macréfago THP-1 por L. (L.) infantum, encontramos
resultados inusitados. N&o se observou alteracdo do parasitismo sob efeito de IGF-I nas
primeiras 24 horas, mas ap0s 48 horas o parasitismo dos macrofagos com tratamento foi
menor que o grupo de macréfagos sem tratamento, efeito totalmente oposto ao
observado com espécies dermotrépicas. Na busca de mecanismo plausivel para essas

observacdes, passamos a analisar elementos da via metabolica de L- arginina.

Na infecgdo de macrofago THP-1 por L. (L.) infantum, ndo se observou alteracéo
significante da producdo de NO quando sob efeito de IGF-I. Quanto a arginase, sua
atividade se manteve semelhante sob efeito de IGF-I, mas apds 48 horas, a expressdo de
MRNA da arginase 1 foi significativamente menor na presenca de IGF-I, porém essa
diminuicdo ndo foi evidenciada na atividade da arginase. A literatura descreve que
existe uma expressdo basal que gera uma concentracdo constitutiva pré-formada no
interior do macréfago (41). A expressdo de IGF-I apds 48 horas nos macrofagos
infectados sob estimulo de IGF-1 apresenta uma tendéncia a menor expressdo. Quanto
ao IGF-IR, nos macréfagos infectados com e sem tratamento se manteve uma tendéncia
a menor expressdo, o que foi contrario & expressdo da IGF-IR, mostrada na literatura
(39), onde as infeccdes de macréfagos BALB/c derivados de medula infectados por L.
(L.) infantum levam a um aumento da expressdo de IGF-IR tanto nos macrofagos

infectados com tratamento de IGF-I como os ndo tratados.

Especificamente em relacdo a expressdo de mRNA e IGF-1 e IGF-IR, embora
algumas alteragdes tenham sido observadas, ndo constatamos relacdo com o

parasitismo.

Observamos algumas alteragfes marginais, pontuais, sob estimulo de IL-4 e
IGF-1, mas o conjunto de resultados indica que os mecanismos de controle ou
proliferacdo do parasito intracelular conhecidos com espécies dermotropicas de
Leishmania ndo sdo funcionantes na infecgdo por L. (L.) infantum. H& necessidade de
conhecer o que é diferente na L. (L.) infantum e na sua interagdo com a ceélula

hospedeira.
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Dados da literatura sobre o metabolismo de poliaminas em promastigotas e
amastigotas de L. (L.) donovani mostram que é de grande importancia para os parasitos
as permeasas para aminoacidos (APP3) na L. (L.) donovani e também na L. (L.)
infantum com alta afinidade por L-arginina. Na via das poliaminas observou-se que o
knock-out de gene da Arginase era letal para Leishmania (L.) mexicana, mas ndo para a
L. (L.) donovani. Nao foi letal também procedendo knock-out de outro gene o da
proteina ornithine decarboxylase (ODC). Por outro lado, realizando knock-outs das
enzimas S-adenosylmethionine decarboxylase (ADOMETDC) e spermidine synthase
(SPDSYN) que produzem espermidina, estes foram letais na Leishmania (L.) donovani,
mostrando uma diferenca no metabolismo entre espécies dermotropicas e viscerais. Nos
ultimos, houve recuperacdo com a reposicdo de espermidina in vitro e in vivo (43). Na
literatura encontramos também que a enzima arginase é mais importante a
promastigotas que amastigotas (44). Resultados do presente estudo sugerem que na
infeccdo de macréfago humano por L. (L.) infantum a produgdo de poliaminas no

parasita se daria por uma via diferente daquela envolvendo a enzima arginase.

Considerando os nossos achados, onde a infeccdo de macr6fago humano por L.
(L.) infantum nédo estimulou a producdo de NO e nem a atividade da arginase e 0s
estimulos de 1L-4 e IGF-I nas células infectadas n&o provocou um aumento significativo
da atividade da arginase, leva-nos a repensar a relacdo hospedeiro-parasita num cenario
onde a arginase da célula e do parasita ndo seja fundamental para o desenvolvimento do

parasita e onde a producdo de NO na célula ndo seja danosa para o parasita.
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6.- CONCLUSSAO

Na infeccdo de macrofago humano THP1 por L. (L.) infantum, sob estimulos de

IL-4 e IGF-I, ndo mostrou incremento do parasitismo.

Na infeccdo de macréfago humano THP1 por L. (L.) infantum, sob estimulos de

IL-4 e IGF-I, ndo se observou efeito na produgdo de NO e nem na atividade da arginase.

Os dados do presente estudo sugerem que na interacao L. (L.) infantum e célula
macrofagica humana a arginase da célula e do parasito ndo seja fundamental para o
desenvolvimento do parasita. Os dados sugerem também que a producdo de NO na
celula ndo seja lesiva para L. (L.) infantum.
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ANEXO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil - e-mail: cpg-imt@usp.br
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132

Sao Paulo, 11 de Dezembro de 2014

limo(a)
Dr(a). Hiro Goto
(aos cuidados de Orlando Raul Sevillano Acuna)

Em reunido na presente data, a Comissdo de Pesquisa e Etica e Comissao de Etica no Uso de
Animais em Pesquisa, do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo, analisou e
APROVOU, no que diz respeito aos aspectos de natureza da ética em experimentagdo animal, o
projeto de pesquisa classificado sob numero CPE-IMT/000295A '‘Contribuigdo da expressdo do
fator de crescimento insulina-simile | (IGF-l) e do seu receptor no parasitismo de monécitos
humanos por Leishmania (L.) infantum’, sob a sua responsabilidade.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-IMT, o relatério final sobre a pesquisa, (Lei
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lein 11 .794, 8 de outubro de 2008).

As seguintes espécies serdo utilizadas no projeto:
Hamster (12 animais).

Atenciosamente,

tgr

Dr. Expedito José de AIbuquerqqe Luna
Presidente da Comissio de Pesquisa e Etica do IMT-USP

Dra. Luciana Regina Meixles Jaguaribe Ekman

Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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