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RESUMO 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença negligenciada causada por Leishmania donovani na 

Índia e África ou Leishmania infantum na Europa e América Latina. O desenvolvimento de 

resposta imune eficaz e subsequente eliminação destes patógenos, requer o reconhecimento 

inicial da Leishmania, o qual é intermediado por receptores de reconhecimento padrão 

expressos por células da imunidade inata, entre eles os receptores de ligação a nucleotídeo 

(NLRs).  Alguns NLRs ativam uma plataforma de proteínas, os inflamassomas, responsáveis pela 

ativação da caspase-1 e maturação de IL-1β e IL-18 e outra classe de NLRs, chamada NODs, 

ativam vias que culminam na ativação de NF-κB e produção de mediadores inflamatórios. O 

envolvimento desses receptores na LV ainda é pouco elucidado. Mesmo diante dos mecanismos 

de defesa do hospedeiro, esses parasitas conseguem sobreviver dentro dos macrófagos 

utilizando várias estratégias para escapar da resposta imune. Para um melhor entendimento dos 

mecanismos imunes envolvidos na LV, caracterizamos o perfil transcricional e a formação de 

inflamassomas e NODsomas de células THP-1 infectadas com L. infantum. Os resultados mostram 

que a L. infantum não induziu produção de TNF-α, IL-6 e IL-1β e nem ativação de caspase-1 após 

8, 24 e 48 horas de infecção. Além disso, a infecção resultou em padrão de expressão gênica 

similar às células sem estímulo e distinto de células estimuladas com LPS, indicando que os 

parasitas entram nas células de forma mais silenciosa. Após a infecção houve aumento da 

expressão de alguns genes como ACTG1, ACTB, CD36 e DUSPs relacionados com vias de 

motilidade celular e regulação de MAPKs. Os genes CSF1 e CDC20 foram dois dos 30 mais 

expressos após infecção e estão relacionados com ciclo celular e diferenciação de macrófagos 

para um perfil anti-inflamatório. O gene GBP1, associado com ativação de inflamassomas, foi sub 

expresso após a infecção. Além disso, infecção com L. infantum resultou na expressão de poucos 

genes relacionados com a via dos NLRs, destacando-se entre esses o TNFAIP3 e IL1RN, referentes 

à modulação negativa dessa via. Os resultados obtidos indicam que a L. infantum entra nas 

células THP-1 de forma mais silenciosa, desativa vias inflamatórias, entre essas a via de 

receptores NLRs e evita a montagem de uma resposta imunológica efetora. Provavelmente o 

parasita usa esses recursos como mecanismos adicionais de escape para garantir sua 

sobrevivência dentro das células.  

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, células THP-1, inflamassomas, RNA-seq. 

 

 

 



ABSTRACT 

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected infectious disease caused by Leishmania donovani in 

India and Africa or Leishmania infantum in Europe and Latin America. The development of an 

effective immune response and subsequent elimination of these pathogens requires the initial 

recognition of the Leishmania that is mediated by pattern recognition receptors expressed in 

innate immunity cells, such as nucleotide-binding receptors (NLRs). Some NLRs activate a 

multiprotein platform named inflammasomes, responsible for the activation of caspase-1 and 

consequent maturation of IL-1β and IL-18; and another class of NLRs, the NODs, activate 

pathways that trigger NF-κB activation and production of inflammatory mediators. The 

involvement of NLRs in LV is poorly elucidated. Even in the presence of host defense 

mechanisms, these parasites can survive within the macrophages by employing successful 

strategies to escape from immune response. For a better understanding of the immune 

mechanisms involved in LV, we characterized the transcriptomic profiling and assembly of 

inflammasomes and NODsomas during infection with L. infantum in THP-1 cells. The results show 

that L. infantum did not induce the production of TNF-α, IL-6 and IL-1β nor activation of caspase-

1 after 8, 24 and 48 hours of infection. In addition, the infection resulted in a pattern of gene 

expression similar to the non-stimulated cells and distinct from LPS-stimulated cells, indicating 

that the parasites enter inside cells in a more silent way. After infection, there was increased 

expression of some genes, such as ACTG1, ACTB, CD36 and DUSPs related to cellular motility and 

regulation of MAPKs pathways. The CSF1 and CDC20 genes were two of the 30 most expressed 

after infection and were related to cell cycle pathway and macrophage differentiation to an anti-

inflammatory profile. The GBP1 gene, associated with inflammasome activation, was 

downregulated after infection. In addition, infection with L. infantum resulted in the expression 

of few genes related to the NLRs pathway, such as TNFAIP3 and IL1RN that are related to down 

modulation of this pathway. The results indicate that L. infantum enters inside the THP-1 cells 

more quietly, deactivates inflammatory pathways, including the NLR receptor pathway, and 

avoids the assembly of an effector immune response. Probably the parasite uses these strategies 

as additional escape mechanism to ensure its survival within host cells. 

Keywords: Visceral leishmaniasis, THP-1 cells, inflammasomes, RNA-seq.   
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Leishmaniose Visceral 

A leishmaniose visceral (LV), é uma doença sistêmica causada por protozoários 

intracelulares obrigatórios pertencentes ao complexo Leishmania donovani. Esses parasitas 

possuem ciclo de vida digenético, sofrendo transformações entre o inseto vetor (mosquito) e o 

hospedeiro vertebrado. No intestino do inseto estes protozoários encontram-se sob a forma 

flagelada e extracelular denominada promastigota e no hospedeiro vertebrado os parasitas são 

intracelulares e chamados amastigotas, forma pelas quais sobrevivem e se replicam em células 

fagocitárias, principalmente em macrófagos (1,2).  

Dentre as doenças negligenciadas, a LV é a segunda maior causa de morte e a quarta em 

morbidade no mundo (1). São estimados 500 mil novos casos anualmente e 616 milhões de 

pessoas vivendo em áreas de risco. Em 2014, 90% dos casos novos ocorreram no Brasil, Etiópia, 

Somália, Índia e Sudão, no entanto os programas de eliminação da LV têm dado resultados 

satisfatórios e países como Bangladesh mostraram queda de 9000 para 600 novos casos em 2014-

2015 (3,4) (Figura 1 revisão).  

Parasitas da espécie L. donovani causam LV na Índia e países da África, enquanto que na 

América Latina, norte da África e Europa o agente causador é a L. infantum (5). A nomenclatura 

das espécies de Leishmania vem sendo alterada em função do uso de novas ferramentas 

moleculares (6).  Neste trabalho optamos pela nomenclatura atualizada (L. infantum) mas 

respeitamos os nomes adotados nos trabalhos citados. A LV é transmitida através da picada do 

inseto vetor que é o mosquito Phlebotomus na Ásia, África e Europa e o mosquito Lutzomya nas 

Américas (5). O Lutzomya longipalpis é amplamente distribuído em toda a América Latina e as 

fêmeas deste inseto realizam o repasto sanguíneo para completar seu ciclo gonotrófico, 

determinando assim a transmissão da L. infantum. Nos últimos 30 anos as áreas de transmissão da 

LV no Brasil têm se expandido devido à migração do vetor do seu habitat natural para áreas 
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urbanas, resultando em aumento da incidência da doença (7).  A epidemiologia da LV está 

relacionada com as condições de transmissão, intimamente ligadas às mudanças no meio 

ambiente, comportamento humano, situação socioeconômica e perfil imunológico e genético dos 

hospedeiros humanos (5).  

As Leishmanias são capazes de sobreviver e se multiplicar dentro dos fagolisossomos dos 

macrófagos, de se disseminar pelo sistema linfático, alcançado assim o sistema retículo endotelial 

e causando hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia. Os principais sintomas associados 

com a LV incluem febre, fraqueza, perda de peso e apetite, anemia, palidez e aumento do fígado e 

do baço. Exames laboratoriais mostram ocorrência de pancitopenia e hipergamaglobulinemia (8).   

 
 

 
Figura 1 (revisão). Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo, 2013 (WHO).  
 

 
Resposta imunológica na leishmaniose visceral 

 Após a picada do inseto e subsequente inoculação dos parasitas na derme do hospedeiro, 

células da imunidade inata presentes na pele recrutam células inflamatórias para o local e iniciam 
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o processo de indução da resposta imunológica (9). Embora muitos aspectos desta resposta ainda 

não sejam completamente entendidos, sabe-se que o reconhecimento inicial dos parasitas ou de 

células infectadas por eles, envolve receptores presentes em células Natural Killer (NK), células 

dendríticas (CDs), monócitos, macrófagos e células polimorfonucleares. Após o reconhecimento da 

Leishmania ocorre ativação de vias sinalizadoras que determinam resposta inflamatória com a 

finalidade de conter a replicação parasitária (10). A imunidade protetora contra a LV é 

caracterizada pelo perfil Th1, com produção inicial de IL-12 por macrófagos e CDs. Esta citocina 

estimula as células NK a secretarem IFN-γ, induzindo desse modo proliferação e diferenciação de 

linfócitos Th1 efetores, também produtores de IFN-γ.  O IFN-γ estimula os macrófagos infectados a 

secretam TNF-α, que age em sinergismo com o IFN-γ, determinando a atividade antiparasitária 

destas células, com produção de moléculas efetoras tóxicas como óxido nítrico (NO) e outras 

espécies reativas do oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) capazes de destruir as amastigotas (11–14). 

Por outro lado, a suscetibilidade e a progressão da LV estão relacionadas com a diferenciação de 

uma resposta do tipo Th2, caracterizada por produção de IL-4 e de outros mediadores que 

desativam macrófagos, como por exemplo, IL-10, TGF-β e prostaglandina E2 (PGE2) (15).  Além 

disso, a IL-10 produzida por células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) está relacionada com a progressão da 

leishmaniose visceral (16,17). Células do perfil Th17, que são linfócitos TCD4+ produtores da 

citocina pró-inflamatória IL-17, também participam da resposta imune desta doença. Essas células 

se diferenciam na presença de TGF-β, IL-6, IL-1β e IL-23; sendo  a IL-23 responsável pela expansão, 

manutenção e expressão de receptores de quimiocinas nas células Th17 (18). O papel desta 

subpopulação celular parece ser distinto entre a LV e a leishmaniose cutânea. Estudos mostram 

que na LV as Th17 estão relacionadas com resolução da infecção (18–20) enquanto outros relatos 

evidenciam seu papel na gravidade da leishmaniose cutânea (21,22).  
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 As citocinas inflamatórias IL-1β e IL-18 desempenham um importante papel na resposta 

imune por agentes infecciosos ou doenças autoimunes. Essas duas citocinas são sintetizadas como 

precursores inativos e requerem maturação por enzimas proteolíticas, chamadas caspases, para 

poderem exercer suas funções biológicas. A IL-1β participa da fase aguda de infecções, 

mobilizando e ativando leucócitos, células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, além de aumentar 

a produção de proteínas do sistema complemento e proteína C-reativa por hepatócitos. Essa 

citocina acentua as funções antimicrobianas dos leucócitos aumentando a capacidade fagocítica 

de neutrófilos, monócitos e macrófagos, a expressão do receptor C3b, a opsonização e também a 

produção de ROS (23–25).  De forma semelhante, a IL-18 promove uma robusta fagocitose dos 

patógenos, aumenta a produção de ROS e liberação de IL-6. A IL-18 também é capaz de 

desencadear a produção de IFN-γ por células T e NK em colaboração com a IL-12.  Portanto, essa 

citocina está envolvida com ativação das funções macrofágicas que incluem o burst oxidativo, 

aumento da apresentação de antígeno, aumento da migração de leucócitos, contribuindo assim 

para a resposta imune adaptativa e indução de resposta Th1 (23,26).  

 Além desta participação na resposta imune inata, IL-1β e IL-18 contribuem de forma 

importante para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, principalmente durante o 

processo de diferenciação de células T-helper específicas em resposta a doenças infecciosas e 

autoimunes. IL-1β em sinergia com IL-23, IL-6 e TGF-β induz diferenciação de células Th17, 

enquanto a IL-18 juntamente com IL-12, IL-1β e IFN-γ polariza para uma resposta tipo Th1 (27–29). 

A IL-1β é capaz de regular a resposta mediada por IFN-γ pois induz produção de PGE2, a qual 

suprime a produção de IFN-γ. Neste caso, o bloqueio da produção de IFN-γ por IL-1β resulta na 

polarização de resposta Th17 (30). A IL-18 em sinergia com a IL-1β  promove a produção de IL-17 

por células T CD4+ e diferenciação de células Th17 na encefalomielite autoimune experimental 

(EAE),  contribuindo para a gravidade da doença (31,32). Estudo com Candida albicans mostrou 
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que produção de IL-1β e IL-18 por CDs derivadas da medula óssea induzem respostas Th1 e Th17, 

as quais foram fundamentais para controlar a candidíase disseminada (33). A IL-18 parece estar 

relacionada com direcionamento de Th2. Estudo com leishmaniose cutânea mostrou que essa 

citocina determina maior suscetibilidade em camundongos infectados. Aumento dos níveis de IL-

18 contribuiu para aumento de IL-4 e subsequente direcionamento da resposta imune para um 

perfil Th2 acompanhado de alta carga parasitária. Neutralização de IL-18 nesses animais reduziu os 

níveis de IL-4 e a quantidade de parasitas no local da infecção (34). 

Mesmo diante de todos esses mecanismos de defesa do sistema imunológico, parasitas do 

gênero Leishmania desenvolveram várias estratégias para escapar dos mecanismos de defesa do 

hospedeiro, modulando funções celulares e regulando a resposta imune para poder sobreviver 

dentro dos macrófagos (11,14). Dentre os inúmeros mecanismos de escape, se destacam a 

produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β por células Treg ativadas pelo 

parasita, as quais regulam a resposta imune inflamatória e contribuem para a persistência do 

patógeno (16,17). O lipofosfoglicano (LPG) expresso na superfície das Leishmanias e algumas 

enzimas de promastigotas comprometem a ativação do sistema complemento do hospedeiro, por 

fosforilar proteínas e desativar as vias clássica e alternativa do complemento (35). A glicoproteína 

63 (GP63), uma protease de superfície da Leishmania, causa proteólise do C3b e gera C3bi. Essa 

proteína se liga nas promastigotas, facilitando a opsonização dos parasitas e sua entrada nos 

macrófagos através do receptor CR3 (36). Leishmanias também interferem no recrutamento de 

LAMP-1 e Rab7 e como consequência há atraso na maturação do fagossomo, afetando a 

sinalização, desenvolvimento dos fagossomos e sua fusão com os lisossomos (37,38). Estudos com 

células humanas mostram que o LPG interfere na transcrição de mRNA de IL-1β enquanto a GP63 

prejudica a produção de ROS, resultando em baixa produção de IL-1β (39–41).  
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Receptores NLRs 

 O sistema imune tem a capacidade de reconhecer uma grande variedade de 

microrganismos e substâncias nocivas ambientais ou endógenas e gerar uma resposta imune 

protetora. No entanto, para o desenvolvimento de resposta imune adaptativa eficiente, é preciso 

o reconhecimento inicial dos patógenos e de outros estressantes celulares. Esse reconhecimento é 

realizado por células da imunidade inata através de receptores celulares denominados receptores 

de reconhecimento padrão (PRRs, do inglês Pattern Recognition Receptors). Esses receptores 

reconhecem estruturas de patógenos, denominadas padrões moleculares associados aos 

patógenos (PAMPS) ou ao dano (DAMPs) (42,43). Os PRRs são expressos em determinadas células 

do hospedeiro incluindo macrófagos, monócitos, CDs, neutrófilos e células epiteliais e apresentam 

diferentes padrões de expressão capazes de reconhecer PAMPs específicos; também ativam 

distintas vias de sinalização e determinam diferentes respostas imunológicas contra os patógenos. 

Os PAMPs incluem proteínas, ácidos nucléicos e complexos de lipídeos e carboidratos sintetizados 

por microrganismos (43–45). Exemplos de alguns PAMPs reconhecidos pelo sistema imune na 

superfície das Leishmanias incluem LPG, glicoinositolfosfolipídios (GPIL) e a protease GP63 (46–

48).  

 Os PRRs incluem principalmente os receptores Toll-like (TLRs) e lectinas do tipo C (CLRs) os 

quais monitoram o espaço extracelular e os compartimentos endossômicos. Os PRRs intracelulares 

são as helicases (RIG-1)-like que reconhecem RNA, os sensores de DNA (AIM2) e os receptores 

NOD-like (NLRs). Os receptores NOD-like ou NLRs (receptores de ligação a nucleotídeo contendo 

domínios NBD e LRR) são sensores citosólicos que reconhecem PAMPs e DAMPs, monitorando 

desse modo os compartimentos intra e extracelulares para sinais de infecção ou injúria tecidual 

(44,45,49). Nos humanos a família NLRs compreende 22 sensores caracterizados pela presença de 

dois domínios funcionais; o domínio central NACHT de oligomerização ATP ou GTP-dependente 
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(chamado NBD ou NOD); e o domínio C-terminal com repetições ricas em leucina (LRRs, do inglês 

Leucine-Rich Repeats). O domínio N-terminal é variável, sendo utilizado para classificar os NLRs em 

diferentes subfamílias: NLRPs (com domínio pirínico, PYD), NLRCs ou NODs (domínio de 

recrutamento da caspase, CARD), NLRB ou NAIPs (domínio BIR), NLRA (domínio ácido de 

transativação, CIITA) e NLRX (domínio com função ainda desconhecida) (50,51).  

 Os NLRPs contêm 14 membros (NLRP1-NLRP14) e alguns deles estão envolvidos na 

ativação do complexo de proteínas chamado inflamassoma (NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, 

NLRP12). A subfamília NLRC contém 5 membros (NOD1, NOD2, NOD3/NLRC3, NLRC4, 

NOD4/NLRC5); NOD1 e NOD2 estão envolvidos na regulação do fator nuclear-κB (NF-kB), fator de 

transcrição para genes que codificam mediadores pró-inflamatórios e outros componentes 

antimicrobianos (iNOS, proteases, defensinas); NLRC4/IPAF que ativa inflamassoma e NLRC3 e 

NLRC5 que estão relacionados com expressão do MHC (50–52) (Figura 2, revisão).  Após a 

ativação, os NLRs participam da resposta imune induzindo inflamação, autofagia ou morte celular 

(50). 
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Figura 2 (revisão). Representação dos domínios dos NLRs. Os NLRs em humanos são divididos em cinco categorias: 
NLRP, NLRC, NLRB, NLRA e NLRX. Os 22 NLRs nos humanos contém um domínio central (NACHT), um domínio C-
terminal com LRR, com exceção do NLRP10. NLRA ou CIITA apresenta domínio CARD e ATD, os NAIPs possuem 
domínio BIR, os NLRCs possuem domínio CARD, os NLRPs domínio PYD e o NLRX, domínio X (Saxena & Yeretssian, 
2014).  

  

Inflamassomas 

Os sensores NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 e IPAF/NLRC4 são expressos por 

neutrófilos, CDs e principalmente monócitos e macrófagos e são capazes de ativar o 

inflamassoma. O inflamassoma consiste de uma plataforma de múltiplas proteínas, capaz de ativar 

proteases inflamatórias cisteína-aspártico como as caspase-1, 4 e 5. Várias proteínas são 

substratos dessas caspases, entretanto elas são principalmente conhecidas pela ação proteolítica 

de clivar os precursores de IL-1β e IL-18 (pró-IL-1β e pró-IL-18) e liberar as formas maduras e ativas 
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destas citocinas (51). A ativação do inflamassoma e das caspase-1, 4, 5 e 11 também resulta em 

um tipo de morte celular inflamatória denominada piroptose, caracterizada pelo intumescimento 

celular e formação de poros na membrana, por onde o conteúdo citoplasmático é liberado para o 

meio extracelular. A ativação de piroptose também resulta na liberação de IL-1β e IL-18  (53).  

O inflamassoma é composto pelo sensor, a proteína adaptadora ASC (proteína associada à 

apoptose com domínio CARD e PYD) e a caspase-1 (44,50). Ele se forma após o reconhecimento de 

PAMPs/DAMPs no citosol pelos próprios receptores NLRs (NLRP1, NLRP3, NAIP/NLRC4) ou por 

outros receptores que não são NLRs mas que contém um domínio PYD (AIM2,IFI16) (50,51). Esse 

reconhecimento pode ser direto como é o caso do receptor NAIP que reconhece flagelina de 

bactérias e ativa inflamassoma através do sensor NLRC4/IPAF; ou indireto como o NLRP3, que 

detecta alterações no citosol causadas por PAMPs e DAMPs (44,54). Tanto a ligação direta com o 

PAMP quanto as alterações no citosol resultam na realocação de monômeros dos NLRPs no citosol 

e em alterações conformacionais (oligomerização) no sensor, de modo que a interação NACHT e 

LRR se modifica (a molécula se abre adquirindo conformação ativa) permitindo a exposição do 

domínio PYD e a consequente associação do sensor com a proteína ASC/PYCARD. A ligação com 

ASC recruta a pró-caspase-1, que sofre autoclivagem e libera a caspase-1 ativa, responsável por 

processar as formas imaturas da IL-1β e IL-18 (44,55).  

 A regulação positiva ou negativa de inflamassomas pode ocorrer de maneira extrínseca ou 

intrínseca nas células (56). A desubiquitinação de NLRP3 mediada pela desubiquitinase BRCC3 é 

identificada como um priming na ativação deste inflamassoma e provavelmente ocorre após 

estimulação de PRRs (57). A proteína quinase PKC codificada pelo gene PRKCD é produzida após 

estímulo com PRRs e é responsável pela fosforilação e ativação do inflamassoma NLRC4 (58). 

Moléculas da superfamília do receptor de TNF (TNFR), como a CD40L, podem inibir a ativação de 

NLRP3 e NLRP1 de uma maneira contato-dependente com células TCD4 efetoras (59).  Indução de 
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iNOS e produção de óxido nítrico, também podem acarretar nitrosilação de NLRP3 e inibir sua 

atividade (60). IFNs do tipo I também estão relacionados com diminuição de IL1-1β e IL-18 por 

inibir a produção das suas pró-formas e por reprimirem a clivagem destas citocinas pelos 

inflamassomas NLRP1 e NLRP3 (61). A quantidade de mRNA de NLRP3 tem mostrado ser regulada 

por microRNA miR-223, o qual é responsável por diminuir os níveis deste receptor (62).  

 Dentre os NLRPs, o inflamassoma NLRP3 é o que está descrito de forma mais detalhada até 

o momento e sua ativação ocorre em níveis transcricionais e pós-transcricionais. Para a ativação 

de NLRP3 são necessários dois sinais. O sinal 1 ou priming é induzido através de ligantes de TLRs, 

NLRs, receptores de citocinas e ativação de NF-κB que resulta no aumento da expressão de NLRP3, 

caspase-1, pró-IL-1β e pró-IL-18 (55,63). O segundo sinal consiste da ativação do inflamassoma 

NLRP3 por uma grande variedade de estímulos. Como esses estímulos apresentam grande 

variedade estrutural e química, o NLRP3 não é ativado ligando-se diretamente a esses ativadores e 

sim através de sinais celulares que são induzidos em resposta a esses ativadores. Dentre os sinais 

celulares propostos para ativação de inflamassoma NLRP3, destacam-se efluxo de potássio (K+), 

sinalização de cálcio (Ca2+), formação de ROS, disfunção mitocondrial e ruptura de lisossomos 

(63,64).  

 Diminuição da concentração intracelular de K+ ocorre em resposta à alguns agonistas como 

ATP extracelular ou toxinas de bactérias, como a nigericina. Por exemplo, ATP extracelular ativa a 

o receptor purinérgico P2X7 induzindo a formação de poro pelo canal panexina-1, liberando desse 

modo K+ para o meio extracelular, o que resulta na alteração da concentração iônica intracelular e 

ativação de inflamassoma (65–67). O fluxo de Ca2+ intracelular relacionado ao retículo 

endoplasmático também é conhecido por ativar inflamassoma NLRP3 (68,69). O reconhecimento 

de PAMPs e DAMPs pode resultar na geração de ROS, principalmente provenientes da 

mitocôndria. Danos na oxidase NADPH ou em outros sistemas oxidativos por ROS mitocondrial 
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determinam ativação de inflamassoma NLRP3. Além disso, disfunção mitocondrial e morte celular, 

resulta no aumento de DNA mitocondrial oxidado no citosol o qual é capaz de ligar-se no NLRP3 e 

ativar inflamassoma (70–72). Algumas partículas ambientais como sílica, asbesto, alumínio, 

amiloide-β ou mesmo patógenos, quando são endocitados ou fagocitados, formam agregados que 

levam à desestabilização e ruptura dos lisossomos, liberando catepsina B no citosol, a qual induz 

ativação de inflamassoma e produção de IL-1β (73,74) (Figura 3, revisão).  
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Figura 3 (revisão). Mecanismos de ativação de inflamassoma NLRP3. O 1° sinal de ativação ocorre quando PAMPs ou 
DAMPs são reconhecidos por TLRs ou citocinas como o TNF-α. Sinal 1 ativa NF-κB, que no núcleo promove a 
transcrição de NLRP3, pró-IL-1β, pró-IL-18, os quais após a tradução permanecem no citoplasma nas formas inativas. 
O 2° sinal ativa o inflamassoma NLRP3 formando um complexo juntamente com a ASC e pró-caspase-1. A formação 
desse complexo catalisa a conversão da pró-caspase-1 em caspase-1 ativa, que contribui para a produção de IL-1β e IL-
18 maduras. Os modelos propostos para ativação de inflamassoma NLRP3 são: 1) ATP extracelular induz o efluxo de K+ 
via receptor P2X7 e panexina-1, ativando inflamassoma; 2) partículas endógenas e exógenas como sílica, asbesto, 
alumínio e ácido úrico são fagocitadas e determinam a ruptura dos lisossomos, liberando catepsina B no meio 
intracelular, desencadeando a ativação do inflamassoma; 3) PAMPS e DAMPs ativam a geração de ROS ou de ROS 
mitocondrial, promovendo a ativação de inflamassoma; 4) Influxo de Ca2+ através de TRPM2 ativa inflamassoma por 
gerar ROS; 5) ROS é capaz de dissociar TXNIP de TRX. TXNIP liga-se no NLRP3 e ativa inflamassoma. (Shao B et al., 
2015).  
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 O inflamassoma NLRP3 também pode ser ativado por via não canônica, o que acontece 

através das caspase-11, 4 e 5 e resulta na liberação de IL-1β e IL-18 (75). Sinalização de IFN I e 

ativação da cascata de sinal TLR4-TRIF são fatores requeridos para ativar a caspase-11 (76).  

Estudos mostraram que lipopolissacarídeo (LPS) citosólico é capaz de ativar o inflamassoma por 

essa via. TLR4 pode ser sensibilizado por LPS extracelular enquanto caspase-11 reconhece LPS 

citosólico. O LPS é capaz de se ligar diretamente na caspase-11 através do domínio CARD e 

desencadear a oligomerização e sinalização da caspase-11 (77,78). Monócitos humanos são 

capazes de produzir IL-1β em resposta à ligação de LPS com TLRs, por exemplo. A ativação de 

inflamassoma nesse caso ocorre por um mecanismo autócrino. LPS induz a liberação de ATP 

endógeno o qual ativa o receptor P2X7, resultando em ativação de NLRP3 e liberação de IL-1β 

(67,79). O processamento de pró-IL-1β também pode ocorrer pela ativação da caspase-8. Quando 

há perda ou inibição de proteínas apoptóticas (XIAPs), há formação do complexo FADD, RIPK1 e 

caspase-8 que ativa RIP3, responsável por clivar pró-IL-1β tanto pela caspase-1 quanto pela 

caspase-8 via NLRP3 (80). Estímulo com LPS e sinalização via TLR4-TRIF também ativa o complexo 

RIPK1, FADD e caspase-8 e NLRP3. Tanto ASC quanto caspase-1 são requeridas nesta ativação (81).  

 Outro inflamassoma que vem sendo alvo de estudos é o NLRP1. Esse receptor foi o 

primeiro a ser identificado e pode ser encontrado em monócitos, macrófagos, CDs, linfócitos B e T, 

granulócitos e neurônios. Em humanos, o NLRP1 é codificado por um único gene e contém 

domínios PYD, NACHT, LRR, FIIND e CARD enquanto que camundongos apresentam três genes 

polimórficos parálogos (Nalp1a, Nalp1b, Nalp1c). NALRP1 em humanos ativa a caspase-1 através 

da ligação do domínio PYD com ASC ou através da ligação direta do domínio CARD com a pró-

caspase-1 (51,82). Embora NALP1 possa ativar caspase-1 diretamente dispensando a necessidade 

de recrutar ASC, o recrutamento dessa proteína aumenta a eficiência da ativação da caspase-1 e 
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maior produção de IL-1β (83,84). Além da caspase-1, NLRP1 também interage com caspase-5, 

contribuindo para a produção de IL-1β em células humanas (51).  

Estudos experimentais prévios mostram que NLRP1 pode ser ativado por LeTx (toxina letal 

de Bacillus anthracis) (84,85) ou quando há redução de ATP celular (86). Outro ativador de NLRP1 

é o muramil dipeptídeo (MDP) também denominado peptideoglicano, que se encontra presente 

na parede celular de bactérias. O MDP liga-se ao domínio LRR de NALP1 levando a mudanças 

conformacionais e oligomerização do receptor e resulta na ativação da caspase-1 (83) (Figura 4, 

revisão). Além disso, NALP1 associa-se com o receptor NOD2 e forma um complexo capaz de 

ativar caspase-1 em resposta ao MDP. NOD2 promove o sinal 1, induzindo a síntese de pró-IL-1-β 

via NF-κB e regula a ativação de caspase-1 por MDP através da interação direta com NALP1 (84).  
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Figura 4 (revisão). Mecanismos de ativação de NLRP1. Em humanos, NLRP1 pode ativar caspase-1 
pelo domínio PYD e ligação com ASC ou através da ligação direta do domínio CARD com CARD de 
prócaspase-1. NLRP1 também pode se ligar na caspase-5 pelo domínio CARD. Em camundongos, o 
NLRP1b é clivado pela toxina letal de B. anthracis e a ativação desse receptor recruta pró-caspase1 
que se liga diretamente no domínio CARD de NLRP1b (Ratsimandresy RA et al, 2013).  
 

 O inflamassoma NLRC4 (IPAF) contém domínio CARD, o que lhe confere capacidade de 

ligar-se diretamente à caspase-1. Ele é ativado pela flagelina ou por sistemas de secreção do tipo 

III e IV (T3SS, T4SS) de bactérias (54,87). No entanto, a ativação deste inflamassoma em resposta a 

esses ligantes está relacionada com outra classe de receptores NLRs, os NAIPs (NLRBs, contém 

domínio BIR). Estudos mostram que NAIP5 e NAIP6 capazes de reconhecer flagelina e que NAIP2 

reconhece T3SS; após o reconhecimento desses componentes bacterianos, os NAIPs se ligam ao 

sensor de inflamassoma NLRC4 e induzem sua ativação (54).  

 Um membro da família HIN-200, o AIM2, é um sensor citosólico para DNA de dupla fita 

(dsDNA) que induz a maturação de IL-1β via caspase-1. Foi o primeiro membro da família não-NLR 

identificado que é capaz de ativar inflamassomas. No entanto, a oligomerização não ocorre pelo 
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domínio NACHT e sim através dos múltiplos sítios de dsDNA que ele contém. O reconhecimento 

do ligante causa sua auto-ativação através da porção C-terminal do domínio HIN-200. O 

inflamassoma AIM2 é formado pelo sensor, ASC e caspase-1. Ele contém um domínio PYD, o qual 

se liga a ASC, recruta a caspase-1 e leva à maturação de IL-1β e IL-18 (88,89).  

 

Inflamassomas e leishmanioses 

Muitos autores vêm buscando um melhor entendimento dos inflamassomas em doenças 

infecciosas como as causadas por Candida albicans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 

pyogenes e Listeria monocytogenes (90–92). No entanto, além de fungos e bactérias, estudos com 

inflamassomas e doenças parasitárias também têm sido realizados. Infecção com Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi) em camundongos induz aumento da expressão dos genes Asc, Casp1, Casp11, IL1r e 

IL18 nas células cardíacas sendo que a ativação de NLRP3 em macrófagos requer ASC para 

ativação de caspase-1 e produção de IL-1β. A ativação de caspase-1 foi comprometida quando 

inibidores de NLRP3 foram usados, sugerindo que esse sensor é importante durante a infecção 

com T. cruzi (93). Camundongos Nlrp3-/- e casp1-/- infectados com T. cruzi exibiram baixo clearence 

dos parasitas por macrófagos e baixa produção de NO (94). Estudos com Toxoplasma gondii 

mostram que este parasita é capaz de ativar NLRP1. Camundongos Nalp1-/- sucumbiram à infecção 

pelo T. gondii e apresentaram aumento de mortalidade e da carga parasitária (95).   Esse parasita 

é capaz de ativar resposta inflamatória e produção de IL-1β mediada por inflamassoma NALP1, o 

que contribui  para diminuir a carga parasitária (96). Linhagem de células monocíticas cujo NALP1 

foi silenciado por RNA de interferência indicou que esse receptor tem influência na morte celular e 

replicação parasitária (97). 

 Em relação às leishmanioses, o possível envolvimento dos inflamassomas na resposta 

imune tem sido mais estudado em modelos experimentais de leishmaniose cutânea. Infecção de 
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macrófagos murinos com Leishmania amazonensis e Leishmania major resulta em ativação da via 

NLRP3/caspase-1 e produção de IL-1β (98,99). Ativação de inflamassoma NLRP3 limitou o 

crescimento intracelular de L. amazonensis em macrófagos derivados de medula óssea por induzir 

a produção de NO. Neste estudo o mecanismo proposto para ativação de NLRP3 foi via ruptura 

lisossomal e liberação de catepsinas (98). No entanto, estudo realizado por Shio et al. (39) 

utilizando Leishmania mexicana e L. major mostrou resultados contrários; infecção de macrófagos 

murinos e células THP-1 inibiu a maturação de IL-1β via inflamassoma NLRP3. Essa inibição 

resultou do efeito da metaloprotease gp63, um fator de virulência de Leishmania, que interfere 

em vias de sinalização responsáveis pela síntese de ROS e, como consequência, interfere na 

ativação de inflamassoma NLRP3.  Ulcerações e aumento das lesões cutâneas em infecção 

experimental com L. major foram relacionadas com aumento da produção de IL-1β via NLRP3 e 

recrutamento de neutrófilos para o local da lesão (100).  No entanto, em outro estudo 

experimental, ausência de cura das lesões por L. major foi relacionada com desenvolvimento de 

resposta anti-inflamatória Th2, promovida pela ativação de inflamassoma NLRP3 e produção de IL-

18 (34). A figura 5 (revisão) resume a ativação de inflamassoma NLRP3 em resposta à infecção por 

Leishmania.   
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Figura 5 (revisão). Ativação de inflamassoma NLRP3 em resposta à infecção por Leishmania. Os parasitas são, no 
início da infecção, reconhecidas por TLRs presentes na membrana extracelular e nos endossomos. Sinalização de TLRs 
via MyD88 leva à ativação de MAPK e degradação de IκB, com consequente ativação de NF-κB. NF-κB e MAPK 
desencadeiam a transcrição de genes pró-inflamatórios incluindo componentes do inflamassoma e substratos como 
NRP3, pró-IL-1β e pró-IL-18. Por mecanismos desconhecidos, os parasitas intracelulares induzem efluxo de K+ e 
liberação de catepsinas B os quais ativam o inflamassoma NLRP3. Os parasitas também podem se ligar nas lectinas 
tipo C como dectina-1 e receptor de manose e induzir a geração de ROS dependente de Syk, também ativador de 
inflamassoma. Uma vez ativado, NLRP3 cliva e ativa caspase-1 que por sua vez cliva pró-IL-1β na sua forma madura 
(Zamboni & Lima-Junior, 2015).   

 
 

NODsomas 
 

 Além dos NLRs ativadores de inflamassomas, receptores como os NODs também têm sido 

estudados. NOD1 e NOD2 da subfamília NLRC, são amplamente expressos em monócitos, 

macrófagos, CDs e células do intestino. Esses receptores apresentam domínio central (NBD), 

domínio LRR e domínio CARD (101,102). NOD1 contém um domínio CARD e reconhece 

principalmente ácido d-glutamil-meso-diaminopimélico (DAP), um dipeptídeo derivado de 

peptideoglicano de bactérias Gram-negativas. NOD2 contém dois domínios CARD e reconhece 

MDP (103,104). Após reconhecimento dos ligantes, domínio NACHT de NOD1 e NOD2 sofrem 

oligomerização e pelo domínio CARD recrutam a quinase RIPK2 (do inglês, Receptor Interacting 

Protein 2) através de interação homotípica CARD-CARD, formando o complexo multiproteico 
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NODsoma (52). O NODsoma ativa o complexo de quinases IKK (IKKα, IKKβ e NF-κB – NEMO) 

resultando na translocação do fator de transcrição NF-κB e consequente transcrição de genes pró-

inflamatórios e antimicrobianos (52,105,106). Estímulo de NOD1 e NOD2 também pode resultar 

na ativação da via de sinalização das MAPKs (proteínas quinases ativadas por mitógeno – JNK, ERK 

e p38) (50) (Figura 6, revisão).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 (revisão). Modelo de sinalização de NOD1 e NOD2. NOD1 e NOD2 reconhecem ie-DAP e 
MDP respectivamente. Após a sensibilização recrutam RIP2 e induzem sua fosforilação. Membros 
da família TRAF (TRAF2, 5 e 6), da família IAP (XIAP, clAP1 e clAP2) e da família BCL2 (BID) se ligam 
a RIP2 causando sua ativação. RIP2 ativado facilita a ubiquitinação de NEMO, levando a fosforilação 
e degradação de IκB, ativação do NF-κB e consequente transcrição de genes. Por outro lado, pode 
ocorrer ativação de MAPK (p38, ERK, JNK) e consequente ativação de NF-κB (Saxena & Yeretssian, 
2014).  
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 NOD1 e NOD2 parecem ter papel importante na indução da resposta imune adaptativa, 

aumentando a produção de citocinas por CDs e contribuindo para a diferenciação e ativação de 

células T (107,108). Agonistas desses receptores sinergizam com TLRs e aumentam a produção de 

citocinas inflamatórias (109,110). Como dito anteriormente, estímulo com MDP ativa NOD2, o 

qual associa-se com o receptor NLRP1 e ativa a caspase-1; o MDP também é capaz de ativar NLRP3 

(84,111).  

 Em condições basais, a região LRR de NOD2 regula a ativação do domínio de ligação, o que 

previne oligomerização espontânea (83,112). A ativação do NODsoma também resulta em 

autofagia, um processo que recruta ATG16L e resulta em degradação lisossomal, contribuindo 

para a apresentação de antígeno por MHC II (113). Esse processo é regulado pela via apoptótica de 

proteínas (BID, XIAP, cIAPs) e pela sinalização via TNFR, através da ubiquitinação e fosforilação 

(50).  

 Estudo experimental com Chlamydia spp indicou que NOD1 e NOD2 são importantes para 

eliminar as bactérias e produzir NO (114). Por outro lado, estudo com E. coli mostrou que NOD2 

está relacionado com aumento da inflamação intestinal (115).  

Em relação aos parasitas, foi descrito que NOD2 é importante para a resistência contra 

infecção experimental com T. gondii. Animais Nod2-/- apresentam defeito intrínseco em células T, 

as quais são incapazes de produzir IL-2 e desenvolver uma resposta imune Th1 eficiente, 

facilitando assim a  permanência dos protozoários (116). Estudo experimental com T. cruzi revelou 

que NOD1 tem relação com resistência à infecção. Macrófagos de camundongos Nod1-/- 

infectados apresentam alta carga parasitária, aumento da mortalidade e produção baixa de TNF-α, 

IL-12 e NO (117). Em relação às leishmanias foi demonstrado que infecção com L. infantum ativa 

NOD2-RIP2 em CDs e que essa ativação resulta no direcionamento de resposta Th1, aumentando a 

produção de IL-12 através de sinalização de MAPK. Animais Nod2-/- Rip2-/- exibiram baixa resposta 
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Th1 e carga parasitária mais elevada. Além disso, os autores mostraram que ativação de NOD2-

RIP2 resulta na modulação de resposta Th17, pois camundongos Nod2-/- Rip2-/- mostraram 

aumento de T CD4+IL-17+  e da produção de IL-23 e diminuição de T CD4+IFN-γ+ (118).    

 Em conjunto, os trabalhos citados mostram que em modelos experimentais de 

leishmaniose, em especial nas formas cutâneas, tanto os inflamassomas quanto os NODsomas 

contribuem para a resposta imune anti-parasitária, sendo importantes para a indução de uma 

resposta de tipo Th1 protetora contra o patógeno. No entanto, pouco tem sido investigado sobre 

o envolvimento dos NLRs e dos complexos citosólicos relacionados na evolução e no 

prognóstico/desfecho da leishmaniose visceral. Neste trabalho nos propomos a investigar este 

aspecto através de uma metodologia empregada no detalhamento dos processos biológicos 

denominada transcriptoma. Esta abordagem permite investigar a extensão da transcrição gênica 

em larga escala em diferentes modelos de interação, incluindo as interações patógeno-

hospedeiro. Este assunto tem sido foco de revisões aprofundadas e recentes (119,120). Utilizamos 

esta abordagem para investigar o envolvimento de inflamassomas e NODsomas na interação 

inicial entre leishmania e células do hospedeiro vertebrado. Para isto empregamos células THP-1 

(linhagem de monócitos humanos) infectadas in vitro com promastigotas de L. infantum. 
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Objetivo geral 

  Para uma melhor compreensão dos mecanismos imunes envolvidos na leishmaniose 

visceral caracterizamos o perfil transcricional, com ênfase nos receptores NLRs e formação de 

inflamassoma ou NODsoma em células THP-1 infectadas com Leishmania infantum. 

  

Objetivos específicos  

 Definir se células THP-1 infectadas por Leishmania infantum produzem TNF-α, IL-6 e IL-1β 

 Investigar se a infecção de células THP-1 com Leishmania resulta em ativação de caspase-1 

 Caracterizar o padrão global de expressão de genes de células THP-1 infectadas com 

Leishmania infantum e compará-lo com o padrão determinado por estimulação destas 

células com LPS. 
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Manutenção e diferenciação de células THP-1 

 As células THP-1 (linhagem celular humana derivada de leucemia monocítica aguda -

ATCC®-TIB-202 - Manassas, VA, EUA) foram obtidas comercialmente e cultivadas em frascos de 

cultura estéreis de 25 cm2 (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) com densidade de 106 

células/mL em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 10% de soro fetal bovino 

inativado (Cripion Biotecnologia, Andradina, São Paulo, Brasil) e 1% de penicilina-estreptomicina 

(Life Technologies, Carlsband, CA, EUA). Frascos com as suspensões celulares foram mantidos em 

estufa a 37°C em tensão de 5% de CO2, sendo o meio de cultura trocado a cada dois dias.  

 As células THP-1 foram distribuídas em placas de 24 poços (TPP, Lab-Tek Chamber Slide 

System, USA) na concentração de 5x105/mL (1 ml por poço) em meio completo contendo RPMI-
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1640 e 10% soro fetal bovino inativado. A viabilidade das células foi determinada utilizando-se o 

corante azul de Tripan e contagem em câmara de Neubauer, sendo que somente células viáveis 

foram utilizadas na contagem. Para a diferenciação das células THP-1 em macrófagos-like, foram 

acrescidos 100 ng/mL de PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) nas culturas durante 48 horas, 37°C, 5% de CO2. Após estímulo com PMA, as células 

apresentaram características de macrófagos como alteração da morfologia celular e aderência em 

placa de cultura. 

 

Cultivo de Leishmania infantum 

 Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania infantum (isolado HU-USF 14) 

gentilmente cedidas pelo Dr. João Santana Silva, da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto– 

USP. As formas promastigotas foram mantidas em frascos de cultura estéreis de 25 cm2 (Corning) 

contendo 5 mL de meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado 

(Cripion), 2% de urina humana masculina, 5% de estreptomicina-penicilina (Sigma) e 5% de L-

glutamina (Life Technologies) a 25°C em estufa BOD (Biologic Oxygen Demond TE-381). Repiques 

dos parasitas no meio Schneider foram realizados a cada três dias. Parasitas até a 12ª passagem 

foram utilizados para a infecção in vitro. A virulência da L. infantum foi mantida por infecção in 

vivo em camundongos BALB/c.  

 

Infecção das THP-1 com Leishmania infantum 

 Foram utilizadas para a infecção in vitro promastigotas de L. infantum da fase estacionária, 

obtidas no 5º dia da passagem. Após 48 horas de diferenciação das células THP-1 com PMA, os 

poços foram lavados com RPMI-1640 e as promastigotas foram adicionadas às culturas na 

concentração de 5x106/mL (10 parasitas: 1 célula); estas culturas foram incubadas por 4 horas, 
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37°C e 5% de CO2. Após esse período, os poços foram lavados com RPMI-1640 para remoção dos 

parasitas livres. Em seguida, a cultura foi acrescida de meio completo contendo RPMI-1640 e 10% 

soro fetal bovino inativado e incubada por 8, 24 e 48 horas, 37°C e 5% de CO2. Para confirmar a 

infecção, lamínulas redondas de 10 mm foram adicionadas no fundo dos poços da placa de cultura 

e coradas com corante panótico (LabHouse, Belo Horizonte, MG, Brasil). A leitura das lamínulas foi 

realizada em microscópio óptico. O percentual de células infectadas nos três períodos testados 

variou de 80 - 89%.  

 Para estabelecer a melhor proporção entre células e parasitas para a infecção in vitro, 

foram testadas diferentes concentrações de L. infantum : 1:1, 1:5, 1:10 e 1:20 célula: parasitas). 

Embora todas as concentrações testadas resultaram em células infectadas pela L. infantum, a 

proporção 1:10 (célula: parasitas) apresentou viabilidade de 83% após 48 horas de infecção e 89% 

de células infectadas.  

 

 

Estímulo das células THP-1 com LPS e nigericina 

 Células não infectadas foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS ultrapuro (InvivoGen, San 

Diego, CA, USA) como controle positivo de ativação celular e também como priming de ativação 

de inflamassoma. Em alguns experimentos, células infectadas e não infectadas e células 

estimuladas com LPS foram desafiadas com 16 µM de nigericina (InvivoGen) por 1 hora ou com 1 

nM de ATP por 15 minutos antes do término dos períodos avaliados, como estímulo de segundo 

sinal de ativação de inflamassomas. As culturas foram incubadas por 8, 24 e 48 horas, 37°C e 5% 

de CO2. 
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Quantificação de TNF-α, IL-6 e IL-1β 

 Foram quantificadas TNF-α, IL-6 e IL-1β no sobrenadante das culturas infectadas com L. 

infantum ou estimuladas com LPS e/ou nigericina após 8, 24 e 48 horas. As dosagens das citocinas 

foram realizadas utilizando kits Quantikine and DuoSet Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, EUA) de acordo com as instruções do fabricante.  

 

Quantificação de caspase-1 ativa 

 A avaliação da presença de caspase-1 ativa foi realizada através do kit FAM-FLICA 

(ImmunoChemistry, Bloomington, MN, EUA). Células infectadas com L. infantum, infectadas e 

estimuladas com nigericina e células estimuladas com LPS e nigericina foram avaliadas quanto à 

ativação de caspase-1 após 8, 24 e 48 de infecção. As células THP-1 foram inicialmente retiradas 

da placa através da adição de solução de 1M de EDTA e PBS estéril e transferidas para tubos 

Falcon (BD). As células foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 10 µL 

de reagente inibidor da caspase-1 (FAM-YVAD-FMK). Após incubação por 1 hora, 37ºC e 5% de CO2 

as células foram lavadas duas vezes e analisadas através de citômetro de fluxo FACSCaliburTM 

(BD) pelo software CellQuest (BD). Aquisição foi realizada utilizando 20.000 eventos por amostra. 

 

Construção da biblioteca de transcriptoma e RNA-seq 

 Avaliamos o perfil transcricional em períodos iniciais da infecção (após 8 horas) pois alguns 

genes, como os de inflamassomas, são transcritos rapidamente. Para avaliação do transcriptoma, 

RNA total foi extraído de células sem infecção, de células infectadas com L. infantum ou de células 

estimuladas com 1 µg/mL de LPS após 8 horas de infecção, utilizando kit de extração de RNA total 

(Total RNA Purification Kit - Norgen Biotek, Thorold, ON, Canada) de acordo com as instruções do 

fabricante. As concentrações de RNA total foram determinadas em espectrofotômetro (NanoDrop, 
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Thermo Scientific, River Oaks Parkway, San Jose, CA) a partir dos valores de absorbância em 260 

nm e foram expressos em ng/µl. Todas as amostras apresentaram relação 260/280 em torno de 

2.0. Os ensaios foram realizados em triplicata.  

 A qualidade do RNA foi determinada com auxílio do Bioanalyzer (Agilent Technologies, 

Santa Clara, EUA). Em seguida as amostras foram submetidas ao protocolo de preparação das 

bibliotecas por meio do SureSelect Strand-Specific RNA Library Preparation Kit for Illumina 

Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies). O RNA poly (A) de todas as amostras foi 

inicialmente purificado por micropartículas e fragmentado. A seguir foi realizada a síntese da 

primeira fita de cDNA seguida pela síntese e purificação da dupla fita de cDNA. Posteriormente, o 

cDNA foi adenilado, foram adicionados os adaptadores e então foi realizada a purificação das 

bibliotecas de cDNA por meio do kit AMPure XP beads (Beckmann Coulter, Fullerton, EUA). Em 

seguida foram adicionados os primers indexadores apropriados. Posteriormente foi realizada a 

purificação das bibliotecas por kit AMPure XP beads seguida da quantificação em RT q-PCR (7500 

fast Real Time PCR Systems - Applied Biosystems) usando Kit Kapa de quantificação de biblioteca 

(Kapa Biosystems, Boston, Massachusetts, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. As 

bibliotecas foram preparadas com o kit TruSeq RNA Sample Prep Ki v.2 (RS-122-2001, Illumina, San 

Diego, EUA) conforme as instruções do fabricante. O pool de amostras foi preparado e submetido 

ao sequenciador Illumina NextSeq 500 (Illumina) utilizando a flow Cell de 50 ciclos. 

 

Bioinformática e análise bioestatística 

 As bibliotecas obtidas foram avaliadas com o programa FastQC (121). Com base nas 

informações obtidas, a limpeza foi feita pelo programa Trimmomatic v0.36 (122). As sequências 

foram então alinhadas com o programa HISAT (123) contra o genoma de Leishmania infantum 

(GCA_000002875.2) disponível no banco de dados do NCBI (124). As sequências alinhadas foram 
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removidas e as demais foram mapeadas com o programa HISAT (123) no genoma de Homo 

sapiens (GRCh38, gencode v24) disponível no banco de dados GENCODE (125). Em seguida os 

dados seguiram para a análise de expressão diferencial, de enriquecimento de vias e termos 

ontológicos.  

  A contagem de leituras para cada gene foi efetuada pelo programa BEDTools intersect 

v2.25.0 (126) usando os parâmetros default, com base nas anotações fornecidas junto ao genoma 

obtido. O teste de expressão diferencial foi feito no ambiente de análise estatística R (127) com o 

pacote DESeq2 (128). Genes com false discovery rate (FDR) menores que 0.01 foram considerados 

diferencialmente expressos e separados em sobre/sub expressos com base no sinal do valor de 

log2 fold change fornecido pelo DESeq2. 

 A análise de enriquecimento de termos ontológicos (Gene Ontology - GOs) (129) e de vias 

presentes no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG (130) foi feita 

pelo pacote R GAGE (131) e as visualizações de vias metabólicas enriquecidas foram feitas pelo 

pacote R Pathview (132). Termos e vias com FDR menores que 0.01 foram considerados 

significativos. 

Análise estatística 

 Em relação aos outros métodos empregados no trabalho, dados simétricos entre grupos 

dependentes foram analisados por análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas seguido 

do teste Tukey de comparações múltiplas. As análises foram feitas pelo programa GraphPad (La 

Jolla, CA, EUA). O nível de significância foi fixado a 5% ou valor de p correspondente.  
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Infecção de células THP-1 infectadas com L. infantum  

 Para validar o uso de células THP-1 diferenciadas em macrófagos como células-alvo de 

infecção por L. infantum, avaliamos a internalização 48 horas após a infecção dos parasitas 

testando diferentes proporções entre células e Leishmania (Figura 1). Todas as proporções 

células/parasitas testadas (1:1, 1:5, 1:10, 1:20) mostraram que as células foram capazes de 

internalizar os parasitas, principalmente nas proporções de 1:10 e 1:20, as quais resultaram em 

89% e 94% de células infectadas, respectivamente. No entanto, a viabilidade celular da proporção 

1:20 foi de 56% enquanto que na proporção 1:10 a viabilidade foi de 83%. Em função deste 

achado, optamos por realizar os ensaios com a proporção 1:10 que também é bastante 

empregada na literatura.  

 

 

Figura 1. Internalização de L. infantum por células THP-1 diferenciadas em macrófagos: efeito de diferentes 
proporções entre células e parasitas. Os painéis superiores representam aumento de 400x e os inferiores aumento de 
1000x. Proporção 1:1 (A), proporção 1:5 (B), proporção 1:10 (C) e proporção 1:20 (D).  
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Perfil de citocinas 

 Para verificarmos o perfil de citocinas pró-inflamatórias produzido por células THP-1 

infectadas com L. infantum e/ou estimuladas com LPS e nigericina, avaliamos os níveis de TNF-α, 

IL-6 e IL-1β em sobrenadante de cultura após 8, 24 e 48 horas de infecção (Figura 2). Em relação 

ao TNF-α, foi observado que células estimuladas com LPS apresentaram produção 

significativamente maior (p<0.0001) em relação às células sem estímulo (Cells), estimuladas com 

nigericina (NIG), estimuladas com LPS e nigericina (LPS+NIG), infectadas com L. infantum (L. inf) ou 

infectadas e estimuladas com nigericina (L. inf + NIG) em todos os períodos testados. Células 

estimuladas com LPS + NIG também produziram níveis significativamente maiores de TNF-α 

(p<0.0001) em relação às células não estimuladas, NIG, infectadas com L. infantum ou infectadas + 

NIG nos momentos avaliados. A produção de TNF-α por células infectadas com L. infantum foi 

muito discreta e um leve aumento foi detectado nas células infectadas estimuladas com 

nigericina. Os níveis de TNF-α detectados não foram significativamente maiores que os detectados 

nas culturas controle (Cells) (Figura 2A).  

 Quanto à produção de IL-6 (Figura 2B) constatamos níveis significativamente elevados nas 

culturas estimuladas com LPS ou LPS + NIG (p<0.001) em relação às demais condições nos três 

momentos avaliados. O estímulo com L. infantum ou L. infantum + NIG não determinou produção 

significativa de IL-6.  

 A produção de IL-1β apresentada neste trabalho é baseada em resultados preliminares 

obtidos no início deste trabalho. A avaliação da produção dessa citocina foi feita em sobrenadante 

de cultura após 48 horas de infecção com L. infantum, nas mesmas condições das culturas deste 

trabalho. No entanto, nesses ensaios prévios, além da estimulação com LPS, as células foram 

estimuladas com ATP (1 nM/mL meia hora antes do término do período), que assim como a 

nigericina, é um indutor de segundo sinal de ativação de inflamassomas.  Observamos que células 
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THP-1 infectadas com L. infantum não produzem IL-1β após 48 horas de infecção, nem mesmo 

quando ATP foi adicionado. Foram encontrados níveis significativamente maiores de IL-1β (p<0.05) 

somente quando células foram estimuladas com LPS (Figura 3). A avaliação da IL-1β nos ensaios de 

8, 24 e 48 horas será realizada em breve, no entanto, baseado nos resultados prévios e em outros 

apresentados neste trabalho, acreditamos que o parasita não induz produção de IL-1β nos 

diferentes períodos avaliados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



P á g i n a  | 56 

 

Gatto, M., 2018 
 

 

Figura 2. Produção de citocinas por células THP-1 cells infectadas com L. infantum.  Células THP-1 previamente 
diferenciadas em macrófagos foram infectadas com L. infantum (1:10) e os níveis de TNF-α (A) e IL-6 (B) foram 
avaliados nos sobrenadantes das culturas após 8, 24 e 48 horas. Além da L. infantum, foram testados os seguintes 
estímulos: LPS (LPS), nigericina (NIG), LPS + nigericina (LPS+NIG) e L. infantum + nigericina (L. inf + NIG). Culturas foram 
estimuladas com nigericina por 1 hora antes do término dos períodos testados. Os resultados derivam de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. Os dados são expressos em média ± SD. * LPS ou LPS+NIG vs. 
demais estímulos (p<0.05); ** LPS vs. Cells, NIG, L. inf., L. inf. + NIG (p<0.05); *** LPS+NIG vs. L. inf. e L. inf. + NIG 
(p<0.05).  
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Figura 3. Produção de IL-1β por células THP-1 cells infectadas com L. infantum. Células THP-1 previamente 
diferenciadas em macrófagos foram infectadas com L. infantum (1:10) e os níveis de IL-1β foram avaliados nos 
sobrenadantes das culturas após 48 horas. Além da L. infantum, foram testados os seguintes estímulos: LPS, ATP, L. 
infantum + ATP e L. infantum + LPS. Culturas foram estimuladas com ATP por 30 minutos antes do término do período. 
Os resultados derivam de três experimentos independentes realizados em triplicata. Os dados são expressos em 
média ± SD. *p<0.05 LPS vs. outros estímulos, **p<0.05 Leishmania + LPS vs. células, ATP, Leishmania e Leishmania + 
ATP.  
 

 

Avaliação de caspase-1 ativa 

 Avaliamos se infecção com L. infantum ativa caspase-1 após 8, 24 e 48 horas de infecção. 

Observamos que em todos os períodos avaliados, a porcentagem de células com caspase-1 ativa 

foi maior (p<0.01) em células estimuladas com LPS e nigericina (LPS + NIG) em relação às células 

sem estímulo (Cells), infectadas (L. inf.) ou infectadas e estimuladas com nigericina (L. inf. + NIG) 

(Figura 4A). Este aumento é significativo, mas a porcentagem de células expressando caspase-1 

ativa já é elevado nas células THP-1 não estimuladas. A infecção com L. infantum na ausência ou 

presença de nigericina não resultou em aumento do percentual de células expressando caspase-1 

ativa (Figura 4A). Células estimuladas com LPS+NIG também apresentaram aumento significativo 

(p<0.001) da MFI em relação às células não estimuladas, infectadas com L. infantum ou infectadas 

+ NIG após 8 e 24 horas. Após 8 e 24 horas, células infectadas + NIG apresentaram MFI maior 

(p<0.001) quando comparadas com células só infectadas ou com células não estimuladas (Figura 
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4B). O aumento da MFI nas culturas estimuladas com L. infantum + NIG se manteve após 48 horas 

mas não apresentou diferença significativa em relação às células estimuladas com LPS + NIG 

(Figura 4B).  

 
Figura 4. Avaliação de caspase-1 ativa em células THP-1 infectadas com L. infantum.  Células THP-1 previamente 
diferenciadas em macrófagos foram infectadas com L. infantum (1:10) e a porcentagem de células expressando 
caspase-1 ativa (A) e a média de intensidade de fluorescência (MFI) (B) foram avaliadas após 8, 24 e 48 horas. Além da 
Leishmania, foram testados estímulos com LPS + nigericina (LPS+NIG) e Leishmania + nigericina (L.inf. + NIG). As 
culturas foram estimuladas com nigericina por 1 hora antes do término dos períodos testados. Os resultados derivam 
de três experimentos independentes realizados em triplicata. Resultados são expressos em média ± DP. * LPS+NIG vs. 
demais estímulos (p<0.05); ** L. inf. + NIG ou LPS + NIG vs. demais estímulos (p<0.05).  
 

 
 
Expressão global de transcritos em células THP-1 infectadas com L. infantum através da técnica 

de RNA-seq 

 

 Após avaliarmos a produção de citocinas e caspase-1 ativa em células THP-1 infectadas 

com L. infantum após 8, 24 e 48 horas, analisamos a expressão gênica (transcriptoma) após 8 

horas de infecção com L. infantum. Esta etapa foi realizada com a finalidade de analisar a 

expressão de transcritos em momentos iniciais da infecção e analisar uma possível expressão 

diferencial de genes relacionados à resposta imune, principalmente aqueles envolvidos na 

sinalização de receptores NLRs, incluindo inflamassomas. Foi determinado o perfil global de 

transcritos em triplicatas de células sem estímulo (M1, M2, M3), células estimuladas com LPS (M4, 
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M5, M6) e células infectadas com L. infantum (M7, M8, M9) após 8 horas de infecção, pela técnica 

de RNA-seq. O sequenciamento gerou 10 milhões de leituras por amostra. As leituras foram 

alinhadas para genoma humano (GRCh38, gencode) contra genoma de Leishmania infantum 

(GCA_000002875.2, NCBI), sendo identificados 45.439 genes. Após a normalização dos valores da 

expressão gênica de todas as amostras por R-log, foi usado o método de distância Euclidiana para 

determinar clustering hierárquico (HC) nas amostras de células não estimuladas, células 

estimuladas com LPS e células infectadas com L. infantum. O heat map mostra a distância e 

similaridade entre as bibliotecas e de acordo com nossos resultados, as amostras foram 

clusterizadas em dois principais grupos; um cluster foi formado pela expressão de genes de células 

sem estímulo e células infectadas com L. infantum, mostrando que esses contrastes são similares 

entre si; e um outro cluster, formado pela expressão de genes de células estimuladas com LPS, as 

quais são mais distantes e menos similares que células infectadas e células sem estímulo. Esses 

dados estão ilustrados sob a forma de um heat map na Figura 5A. Os dados também foram 

avaliados por análise dos componentes principais (PCA), que permite verificar a diferença de 

expressão (%) entre os grupos (PCA1) e entre as amostras (PCA2). A PCA1 mostrou que células 

estimuladas com LPS apresentaram 80% de variação na expressão gênica em relação as células 

infectadas com L. infantum e células sem estímulo (PCA1); a PCA2 mostrou variação de no máximo 

6% entre as amostras (Figura 5B). Esses dados revelam que 8 horas de infecção com L. infantum 

resulta em um padrão de expressão gênica similar ao de células THP-1 não estimuladas.  

 

Expressão diferencial de genes em células THP-1 infectadas com L. infantum  

 Pelo pacote do DESeq2, genes com false discovery rate (FDR) < 0.01 e com valor log2 fold 

change (maior ou menor que 0 - p<0.05) foram considerados diferencialmente expressos e 

separados em sobre e sub expressos. A expressão diferencial de genes mostrou que em células 
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infectadas com L. infantum houve aumento da expressão de 498 genes (p<0.01, FC>0) e 

diminuição da expressão de 92 genes (p<0.01, FC>0) em relação às células sem estímulo. Em 

contraste, DGE em células estimuladas com LPS, mostrou que 2640 genes foram sobre expressos 

(p<0.01, FC>0) e 1583 genes foram sub expressos em relação às células sem estímulo. A 

visualização da distribuição da expressão gênica de células infectadas com L. infantum ou 

estimuladas com LPS pode ser visualizada no MA-plot (Figura 5C). Esses dados mostram que 

células infectadas com L. infantum não apresentam grande variação da expressão gênica em 

relação às células sem estímulo, diferindo, portanto, do padrão de expressão encontrado em 

células estimuladas com LPS. 
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Figura 5. Padrões de expressão gênica em células THP-1 infectadas com L. infantum ou estimuladas com LPS. A) O heat map foi 
construído usando o método de distância Euclidiana e mostra a distância entre as amostras sendo que M1,M2,M3 são triplicatas de 
células, M3,M4,M5 são triplicatas de células infectadas com L. infantum e M7,M8,M9 são triplicatas de células estimuladas com LPS. 
B) A análise dos componentes principais (PCA) foi realizada com os dados normalizados: PC1 (eixo x) mostra a diferença de 
expressão (%) entre os grupos e PC2 (eixo y) mostra a diferença de expressão (%) entre as amostras de cada grupo. C) O MA-plot 
mostra a distribuição dos coeficientes estimados da expressão gênica baseada no log2fold change (FDR<0.01) em células infectadas 
com L. infantum ou estimuladas com LPS em relação às células sem estímulo. O eixo x mostra a média de contagem normalizada por 
fator de tamanho e o eixo-y mostra a comparação por log2fold change (log2FC). Cada gene é representado por um ponto. Genes em 
vermelho com valor de p ajustado (False Discovery rate - FDR) acima de 0 no eixo-y são genes sobre expressos e abaixo de 0 são 
genes sub expressos.  
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Análise de enriquecimento das categorias ontológicas dos genes diferencialmente expressos 

 Após a caracterização inicial da expressão gênica desencadeada pela infecção de células 

THP-1 com L. infantum, foi feita uma análise de enriquecimento ontológico (Gene Ontology – GO) 

dos genes diferencialmente expressos. Esta análise permitiu identificar processos biológicos 

(enfatizados neste trabalho), funções moleculares e componentes celulares, associados com os 

genes sobre ou sub expressos em células THP-1 infectadas com L. infantum ou estimuladas com 

LPS em relação às células sem estímulo.  A análise foi realizada utilizando-se o pacote R GAGE 

(131). Termos GOs enriquecidos (FDR<0.01) em genes sobre expressos foram resumidos e os 

termos redundantes foram removidos. Os resultados mostraram que células THP-1 infectadas com 

o parasita apresentaram 37 processos biológicos enriquecidos (FDR<0.01) em genes sobre 

expressos em comparação com células sem estímulo. Células estimuladas com LPS apresentaram 

217 processos biológicos enriquecidos (FDR<0.01) em genes sobre expressos em relação às células 

sem estímulo.  

 Dos 37 processos biológicos enriquecidos em células infectadas, 12 também foram 

enriquecidos em células estimuladas com LPS; os outros 25 processos biológicos foram 

enriquecidos somente em células infectadas. Estes 25 processos podem ser resumidos em: adesão 

celular (ACTG1, CTNNA1, PIK3R2, ACTB), ativação de plaquetas (ADAMTS1, FERMT3, ITGA, PRKCD, 

TIMP3, CD36), regulação da cascata MAPK (DUSP2, DUSP5, MAP3K11, ACTG1, PSMD3, DUSP7, 

ACTB), regulação negativa de transporte (MMP9, ANXA1, HMOX1, IER3, NEDD4L, IRAK1, IRS2, 

LGALS3), regulação negativa da transcrição da RNA polimerase II (ZBTB7B, NOTCH1, NOTCH2, 

SQSTM1, USP2), coagulação (CD36, FERMT3, PRKCD) e resposta celular a estímulo hormonal 

(ADCY8, IRS2, UCN2, PTGER4, ATP6V1H). O gráfico interativo dos processos biológicos 

enriquecidos por genes sobre expressos em células infectadas e células estimuladas com LPS 

(Figura 5) foi feito usando o REVIGO e o software Cytoscape (133,134). Não foram detectados 
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termos GO enriquecidos significativos (FDR<0.01) nos genes sub expressos em células infectadas 

ou células estimuladas com LPS em relação às células sem estímulo. Os genes ACTG1, ACTB, CD36, 

DUSP2, DUSP5, DUSP7 foram genes expressos em células infectadas, mas não em células 

estimuladas com LPS.  
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Figura 5. Análise de enriquecimento de processos biológicos em células THP-1 infectadas com L. infantum ou 
estimuladas com LPS. Análise dos processos biológicos enriquecidos (FDR<0.01) em genes sobre expressos em células 
infectadas com L. infantum (A) e células estimuladas com LPS (B) em relação às células sem estímulo após 8 horas. A 
cor das bolhas representa o p-valor e os termos GO altamente similares são ligados por linhas e a espessura das linhas 
indica o grau de semelhança (REVIGO).  
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Top 30 genes mais e menos expressos em células THP-1 infectadas com L. infantum  

 Análise pelo DESeq2 permitiu a identificação dos 30 genes significativamente mais e menos 

expressos entre os contrastes. A figura 7 mostra os 30 genes mais significativos sobre expressos e 

a figura 8 mostra os 30 genes mais significativos sub expressos em infecção com L. infantum e em 

células estimuladas com LPS em relação às células sem estímulo. O Reactome (135) foi utilizado 

para determinar a via funcional na qual estes genes estão envolvidos. Infecção com L. infantum 

aumentou a expressão de genes relacionados com ciclo celular (CDC20, CDKN2C), resposta celular 

a estímulo externo (RPS6KA1, CDKN2C), expressão de genes (NOTCH2), hemostasia (KIF1B, 

SLC16A1) e transporte (SLC16A1, KIF1B). Os genes mais expressos do top 30 relacionados ao 

sistema imune após infecção com L. infantum foram CDC20, RPS6KA1 e CSF1, os quais são 

relacionados com ubiquitinação e degradação por proteassoma na via de processamento de 

antígeno de MHC classe I (CDC20); cascata de receptores TLRs (RPS6KA1) e sinalização de IL-10 

(CSF1). O gene CDC20 foi expresso somente por células infectadas. (Figura 7). Em relação aos 30 

genes sub expressos por L. infantum em relação às células sem estímulo, verificamos genes ligados 

à expressão gênica ou metabolismo de RNA (ARID4B, HNRNPR, WDR3, SF3A3), organização de 

matriz extracelular (BCAN), metabolismo (UCK2, BCAN, EEF1B2), entre outros. Entre os genes sub 

expressos, foram identificados dois genes (GBP1 e ACKR3) ligados à resposta imune, os quais são 

relacionados com a sinalização do IFN e sinalização de quimiocinas (Figura 8). Também foram 

identificados os 30 genes mais e menos expressos em células estimuladas com LPS em relação às 

células sem estímulo (Figura 7 e 8). 
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Figura 7. O heat map mostra os 30 genes mais significativos sobre expressos em células infectadas com L. infantum (A) 
e os 30 genes mais significativos sobre expressos em células estimuladas com LPS (B) em relação às células sem 
estímulo após 8 horas. A matriz foi construída pelo DESeq2 baseada no log2fold-change (FC<0).  
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Figura 8.  O heat map mostra os 30 genes mais significativos sub expressos em células infectadas com L. infantum (A) e 
os 30 genes mais significativos sub expressos em células estimuladas com LPS (B) em relação às células sem estímulo 
após 8 horas. A matriz foi construída pelo DESeq2 baseada no log2fold-change (FC<0).   
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L. infantum compromete a expressão de genes associados com a resposta imune e com os 

receptores NLRs 

 Após a análise dos genes diferencialmente expressos (sobre e sub expressos) por células 

infectadas ou estimuladas com LPS em relação aos controles (células sem estímulo), também 

foram identificados os genes envolvidos com resposta imune (135). Em relação às células 

infectadas com L. infantum dos 498 genes sobre expressos, 98 deles foram relacionados com 

resposta imunológica e dos 92 genes sub expressos, 10 foram relacionados à resposta imune. Em 

relação às células estimuladas com LPS; dos 2640 genes sobre expressos e dos 1583 genes sub 

expressos, 498 e 173 genes se relacionam com resposta imunológica, respectivamente. As vias 

imunológicas e o número de genes correspondentes a cada uma delas, estão demonstrados nas 

Tabelas 1 e 2.  
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Tabela 1. Identificação das vias imunológicas nas quais participaram genes sub e sobre expressos em 
células THP-1 infectadas com L. infantum.  

GENES SUB EXPRESSOS (10 GENES) 

Adaptative immune system p-value ranges Genes 
MHC I mediated antigen processing and presentation 
     Antigen processing: folding, assembly and peptide loading of MHC I 1,0e-04 1 

Innate immune system 
Neutrophil degranulation 4,28e-06 – 1,9e-04 5 
Cytokine signaling 
IFN-α, β and γ signaling 5.56e-07 1 
Interleukin-1 signaling 1,94e-04 1 
Interleukin-4 and 13 signaling 1,27e-05 – 1,94e-04 2 
Interleukin-10 signaling 1,27e-05 1 

GENES SOBRE EXPRESSOS (98 GENES) 

Adaptative immune system p-value ranges Genes 
TCR signaling 2,52e-04 1 
Costimulation by the CD28 family 9,43e-05 1 
Signaling by the B cell receptor (BCR) 1,27e05 - 4,46e-04 3 
MHC I mediated antigen processing and presentation 
     Antigen processing: ubiquitination and proteasome degradation 4,68e-09 - 2,52e-04 7 
     Antigen processing: folding, assembly and peptide loading of MHC I 1,5e-04 1 
     Antigen processing – cross presentation 7,29e-10 - 2,52e-04 5 
MHC II antigen presentation 2,88e-20 - 1,97e-04 6 
Immunoregulatory interactions between lymphoid and non-lymphoid 
cell 

2,64e-11 - 3,78e-04 6 

Innate immune system 
Toll-like (TLRs) receptors cascade 2,88e-20 - 3,78e-04 9 
Complement cascade 2,02e-10 - 5,55e-05 3 
NLRs signaling pathways 3,12e-11 - 5,15e-10 2 
Advanced glycolisation endproduct receptor signaling 4,96e-05 1 
DDX58/IFIH1-meadiated induction of IFN-α/β 7,44e-17 - 4,39e-06 3 
Cytosolic sensors of pathogen-associated DNA 7,44e-17 - 7,53e-06 2 
Fcγ receptor (FCGR) dependent phagocytosis   7,44e-17 - 3,97e-04 7 
Fcε receptor (FCERI) signaling 2,52e-04 1 
C-type lectin receptors (CLRs) 
    CLEC7A (Dectin-1) signaling 4,18e-06 - 2,52e-04 2 
Neutrophil degranulation 3,76e-25 – 3,96e-04 42 
ROS, RNS production in phagocytes 2,02e-10 - 1,55e-04 3 

Cytokine signaling 
IFN-α, β and γ signaling 7,44e-17 - 2,85e-04 8 
Interleukin-1 family signaling (IL-1, IL-36, IL-38) 4,52e-17 - 2,52e-04 6 
Interleukin-5, 3 and GM-CSF signaling 1,05e-09 1 
Interleukin-4 and 13 signaling 2,48e-28 - 3,78e-04 14 
Interleukin-7 signaling 2,39e-08 1 
Interleukin-10 signaling 2,72e-24 - 6,35e-05 5 
Interleukin-12 signaling 4,79e-05 1 
Interleukin-17 signaling 3,12e-11 - 1,66e-05 3 
TNFR2 non-canonical NF-κB pathways 2,72e-24 – 2,52e-04 4 
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Tabela 2. Identificação das vias imunológicas nas quais participaram genes sub e sobre expressos em 
células THP-1 estimuladas com LPS.  

GENES SUB EXPRESSOS (173 GENES) 

Adaptative immune system p-value ranges Genes 
TCR signaling 1,43e-13 – 7,21e-04 7 

Costimulation by the CD28 family 1,93e-07 – 1,11e-03 6 

Signaling by the B cell receptor (BCR) 1,08e-14 – 4,41e-04 11 

MHC I mediated antigen processing and presentation 

    Antigen processing: ubiquitination and proteasome degradation 1,70e-56 – 1,43e-03 16 

    Antigen processing: folding, assembly and peptide loading of MHC I 4,61e-08 – 7,37e-05 3 
    Antigen processing – cross presentation 3,86e-24 – 5,14e-04 5 
MHC II antigen presentation 1,40e-11 – 1,64e-03 14 
Immunoregulatory interactions between lymphoid and non-lymphoid 
cell 

4,09e-14 – 1,19e-04 8 

Rap1 signaling 9,90e-07 – 5,33e-04 3 

Innate immune system 
Toll-like (TLRs) receptors cascade 5,70e-32 – 8,65e-05 18 
Complement cascade 1,19e-04 – 1,09e-03 2 
NLRs signaling pathways  5,65e-12 – 5,05e-05 4 
Advanced glycolisation endproduct receptor signaling 2,11e-12 – 5,45e-05 4 
DDX58/IFIH1-meadiated induction of IFN-α/β 2,11e-12 – 6,17e-04 4 
Cytosolic sensors of pathogen-associated DNA 2,11e-12 - 2,64e-05 2 
Fcγ receptor (FCGR) dependent phagocytosis   9,23e-32 – 8,37e-04 16 
Fcε receptor (FCERI) signaling 1,43e-13 – 4,41e-04 15 
C-type lectin receptors (CLRs) 
    CLEC7A (Dectin-1) signaling 6,27e-12 – 4,41e-04 5 
    Dectin-2 family 1,72e-11 1 
    CD209 (DC-SIGN) signaling 2,27e-06 – 1,57e-04 4 
Antimicrobial peptides 9,60e-20 – 2,42e-11 2 
Neutrophil degranulation 9,58e-54 – 5,05e-03 57 
ROS, RNS production in phagocytes 9,60e-20 – 1,66e-03 5 

Cytokine signaling   
IFN-α, β and γ signaling 1,42e-27 – 5,45e-05 13 
Interleukin-1 family signaling 
    Interleukin-1 signaling 2,11e-12 – 3,13e-06 3 
    Interleukin-18 signaling 3,83e-18 – 5,09e-07 2 
     Interleukin-37 signaling 7,28e-12 – 5,09e-07 4 
Interleukin-2 family signaling 
    Interleukin-2 signaling 2,99e-23 – 4,39e-04 4 
    Interleukin-15 signaling 4,39e-04 1 
Interleukin-3, 5 and GM-CSF 2,99e-23 – 4,39e-04 5 
Interleukin-4 and 13 signaling 5,21e-26 – 1,44e-03 14 
Interleukin-7 signaling 3,33e-06 1 
Interleukin-10 signaling 1,50e-04 1 
Interleukin-12 signaling 7,13e-06 – 1,39e-03 6 
Interleukin-17 signaling 5,70e-32 – 8,65e-05 10 
TNFR2 non-canonical NF-κB pathways 1,07e-18 – 1,40e-11 2 

GENES SOBRE EXPRESSOS (498 GENES) 

Adaptative immune system p-value ranges Genes 
TCR signaling 0e-0 – 1,37e-03 36 
Costimulation by the CD28 family 9,02e-243 – 9,11e-04 16 
Signaling by the B cell receptor (BCR) 0e-0 - 1,02e-03 39 



P á g i n a  | 71 

 

Gatto, M., 2018 
 

Adaptative immune system p-value ranges Genes 
MHC I mediated antigen processing and presentation   
     Antigen processing: ubiquitination and proteasome degradation 0e-0 – 1,17e-03 73 
     Antigen processing: folding, assembly and peptide loading of MHC I 0e-0 – 3,30e-04 13 
     Antigen processing – cross presentation 0e-0 – 1,08e-03 47 
MHC II antigen presentation 2,04e-82 – 2,30e-04 12 
Immunoregulatory interactions between lymphoid and non-lymphoid 
cell  

3,76e-204 – 1,78e-03 29 

Rap1 signaling 1,33e-11 – 3,95e-04 2 

Innate immune system 
Toll-like (TLRs) receptors cascade 9,48e-264 – 1,02e-03 56 
Complement cascade 4,38e-62 – 8,67e-04 10 
NLRs signaling pathways  0e-0 – 9,98e-04 28 
Advanced glycosylation endproduct receptor signaling 5,12E-15 1 
DDX58/IFIH1-meadiated induction of IFN-α/β 0e-0 – 5,16e-04 37 
Cytosolic sensors of pathogen-associated DNA 1,69e-275 – 1,29e-04 23 
Fcγ receptor (FCGR) dependent phagocytosis   9,01e-243 – 7,61e-04 16 
Fcε receptor (FCERI) signaling 0e-0 – 1,02e-03 36 
C-type lectin receptors (CLRs) 
    CLEC7A (Dectin-1) signaling  0e-0 – 1,02e-03 39 
    Dectin-2 family 1,26e-147 – 4,34e-16 2 
    CD209 (DC-SIGN) signaling 1,26e-147 – 1,29e-04 4 
Antimicrobial peptides 6,41e-55 – 4,93e-05 4 
Neutrophil degranulation 0e-0 – 1,79e-03 118 
ROS, RNS production in phagocytes 3,66e- 246 – 7,03e-05 7 

Cytokine signaling  
IFN-α,-β signaling 0e-0 – 1,25e-05 44 
IFN-γ signaling 0e-0 – 1,79e-03 52 
Interleukin-1 family signaling 
    Interleukin-1 processing  0e-0 – 1,29e-04 7 
    Interleukin-1 signaling 0e-0 – 9,98e-04 44 
    Interleukin-18 signaling 5,64e-59 - 9,04e-16  2 
    Interleukin-33 siganling 5,12e-08 – 2,05 - 05 2 
    Interleukin-36 signaling 1,95e-47 – 5,12e-08 2 
    Interleukin-37 signaling 8,97e-66 – 1,48e-05 7 
    Interleukin-38 signaling 1,95E-47 1 
Interleukin-2 family signaling 
    Interleukin-2 signaling 2,04e-77 – 1,25e-05 3 
    Interleukin-9 signaling 1,25e-05 1 
    Interleukin-15 signaling 1,45e-167 – 1,25e-05 6 
    Interleukin-21 signaling 0e-0 – 1,25e-05 5 
Interleukin-3, 5 and GM-CSF 6,74e-164 – 5,24e-04 16 
Interleukin-4 and 13 signaling 0e-0 – 1,14e-03 41 
Interleukin-6 signaling 0e-0 – 1,25e-05 12 
Interleukin-7 signaling 2,04e-77 – 5,24e-04 9 
Interleukin-10 signaling 0e-0 – 1,79e-03 33 
Interleukin-12 family signaling 
    Interleukin-12 signaling 0e-0 – 1,14e-03 21 
    Interleukin-23 signaling 6,74e-164 – 3,98e-04 7 
    Interleukin-27 signaling 0e-0 – 1,25e-05 7 
    Interleukin-35 signaling 0e-0 – 1,25e-05 7 
Interleukin-17 signaling 1,11e-87 – 1,02e-03 20 
TNFR2 non-canonical NF-κB pathways 0e-0 – 1,02e-03 38 
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 Em relação aos NLRs, os resultados obtidos mostraram que após 8 horas de infecção com L. 

infantum ocorre aumento da expressão de dois genes relacionados à sinalização dos NLRs 

(TNFAIP3 e IRAK1), ambos presentes na via sinalizadora de NOD1 e NOD2 e de quatro genes 

relacionados com a sinalização de IL-1 (PSMD3, IRAK1, SQSTM1 e IL1RN) (Tabela 3). 

Comparativamente, estímulo com LPS resultou em aumento da expressão de 28 genes 

relacionados aos NLRs, incluindo inflamassomas, e 7 genes ligados ao processamento da IL-1β 

(Tabela 3). Esta tabela mostra os genes sobre e sub expressos relacionados à sinalização de NLRs e 

inflamassomas em células infectadas com L. infantum ou estimuladas com LPS em comparação 

com células sem estímulo.  
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Tabela 3. Expressão de genes mais e menos expressos relacionados com a via dos NLRs em células 
THP-1 infectadas com L. infantum ou estimuladas com LPS.  

Genes sobre expressos L. infantum vs. células 

Gene p-value  FC (fold-change) 

NOD1/NOD2 signaling   
    IRAK1 3,12e-11 0,29 
    TNFAIP3 5,15e-10 0,35 
Sinalização IL-1   
PSMD3, IRAK1, SQSTM1, IL1RN 4,52e-17 – 2,52e-04 0,32 – 0,19 

Genes sobre expressos LPS vs. células 

Gene p-value  FC (fold-change) 
NOD1/NOD2 signaling 
TNFAIP3, TAB3, IRAK2, IKBKG, RIPK2, UBC, RPS27A, BIRC3, 
BIRC2, CASP1, NOD2, NOD1, MAPK11, CASP4, CASP8, CYLD 

1,01e-288 – 9,98e-04 2,21 - 024 

NLRP3 inflammasome 
NLRP3, CASP1, TXN, TXNIP, PANX1, P2RX4, P2RX7, MEFV, 
HSP90AB1, CASP8,  

3,86e-78 – 1,40e-07 2,89 – 0,41 

NLRP1 inflammasome 
NLRP3, BCL2 1,95e-54, 5,67e-06 0,97 – 0,38 
IPAF inflammasome 
CASP1 8,97e-66 2,17 
AIM2 inflammasome  
AIM2, CASP1 4,97e-70, 8,97e-66 3,30 – 2,17 
IL-1 processing   
REL, RELA, NFKB1, NFKB2, CASP1, IL1B, IL1A 0e-0 – 1,29e-04 2,17 – 0,23 
Others NLRs 
NLRC5, CIITA 1,54e-133, 8,80e-04 1,55 – 0,55 

Genes sub expressos LPS vs. células 

Gene p-value  FC (fold-change) 
NOD1/NOD2 signaling 
CASP2, MAPK13 5,65e-12, 5,05e-05 -0,61 - -0,32 
NLRP3 inflammasome 
PSTPIP1, SLC29A1 1,76e-07, 3,00e-10 -0,45 – 0,69 

  

 Pelo R pathview (132) foi realizada a análise de enriquecimento de GOs e das vias 

metabólicas presentes no banco de dados KEGG (130). A via de sinalização dos NLRs foi uma das 

vias enriquecidas (FDR=0.0006) nos genes sobre expressos (FDR=0.0006) em células estimuladas 

com LPS em comparação com células sem estímulo (Figura 9). No entanto, essa mesma via foi 

enriquecida (FDR=0.001 nos genes menos expressos por células infectadas com L. infantum em 

relação às células estimuladas com LPS, mostrando que infecção com o parasita resulta em menor 

expressão de genes relacionados à sinalização de receptores NOD-like quando comparada com 

células estimuladas com LPS (Figura 9).  
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Figura 9. Análise de enriquecimento da via dos NLRs. Via dos NLRs enriquecida e baseada no banco de dados do 
KEGG (R pathview - FDR<0.01) após 8 horas de infecção. A via enriquecida em genes sobre expressos em células 
estimuladas com LPS vs. células sem estímulo é mostrada no painel superior e via enriquecida em genes sub 
expressos em células infectadas com L. infantum vs. LPS é mostrada no painel inferior após 8 horas.  
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 Neste trabalho avaliamos o perfil de expressão gênica, com ênfase nos receptores NLR e 

formação de inflamassoma ou NODsoma, em células THP-1 infectadas com L. infantum. A 

participação dos inflamassomas e NODsomas na leishmaniose visceral ainda não está totalmente 

esclarecida e este tipo de informação é importante porque o controle das infecções causadas por 

parasitas do gênero Leishmania depende da montagem de uma resposta do tipo Th1, a qual está 

relacionada com a ativação destes complexos (11–14).  

 Para fazer esta investigação utilizamos um modelo de infecção in vitro com células de 

linhagem monocítica aguda (THP-1) diferenciadas em macrófagos com PMA. O uso de macrófagos 

se justifica por serem estas as células-alvo onde os parasitas se multiplicam e sobrevivem e 

também por expressarem genes dos inflamassomas (9,136). As condições adaptadas para 

diferenciar estas células em macrófagos foram estabelecidas com base em dados da literatura que 

utilizaram o PMA (39,137). Para validar o uso desta linhagem diferenciada como células-alvo da 

infecção por L. infantum avaliamos, após 48 horas, a internalização das Leishmanias testando 

diferentes proporções entre células e parasitas. Todas as proporções testadas resultaram em 

internalização da Leishmania, sendo que a proporção 1:10 resultou em 89% de células infectadas e 

viabilidade de 83% após 48 horas de infecção.  

 Alguns NLRs como NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4 e outros receptores não-NLR como o 

AIM2, são capazes de ativar o inflamassoma, um complexo proteico que resulta na ativação de 

proteases chamadas caspases, principalmente a caspase-1. Uma vez ativada, a caspase-1 cliva os 

precursores de IL-1β e IL-18, liberando suas formas biologicamente ativas (44,50,51). 

Diferentemente da maioria das outras citocinas que são liberadas através do retículo 

endoplasmático e Golgi, a IL-1β é produzida e liberada no citoplasma na forma de um precursor 

inativo (pró-IL-1β) que precisa ser clivado e liberado em sua forma ativa pelas células (138). A IL-1β 

é uma citocina pró-inflamatória capaz de ativar leucócitos, promover seu recrutamento para o 
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local da infecção e acentuar as funções antimicrobianas de macrófagos e neutrófilos (23–25). Além 

da participação na resposta imune inata, essa citocina também atua na resposta imune adaptativa, 

contribuindo para a diferenciação de linfócitos Th1 e Th17 (28–30).  

 Os parasitas do gênero Leishmania são conhecidos por apresentarem distintas estratégias 

para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro; modulam funções celulares e regulam a 

resposta imunológica para sobreviver dentro dos macrófagos (11,14).  

 De acordo com nossos resultados, a infecção com L. infantum não determinou aumento 

significativo de IL-6 e TNF-α após os períodos avaliados. O TNF-α aumenta a fagocitose e 

desencadeia  burst oxidativo dos macrófagos, que é um dos fatores que contribui para a 

eliminação dos parasitas (11,14). A não indução destas citocinas está condizente com outros 

trabalhos. Foi demonstrado por exemplo que L. donovani pode interferir na sinalização de 

proteínas MAPK e dificultar a fosforilação de ERK e p38, o que resulta em diminuição da produção 

de TNF-α (139). A protease GP63 presente na superfície da Leishmania desempenha papel 

importante na inibição da sinalização celular por clivar e ativar proteínas tirosina fosfatases do 

hospedeiro, inibindo assim a produção de TNF-α, IL-6 e NO e consequentemente, reduzindo a 

resposta inflamatória (140–143).  

 Diferentemente das células estimuladas com LPS que produziram IL-1β, L. infantum não foi 

capaz de induzir níveis significativos desta citocina, sugerindo que o parasita pode interferir na 

produção de IL-1β em níveis pré ou pós-transcricionais. De forma similar aos nossos resultados, 

estudos utilizando infecção de células THP-1 com L. major e L. mexicana ou macrófagos de 

camundongos infectados com L. donovani mostraram que essas espécies de Leishmania não 

induziram a produção de IL-1β (39,144). Ao contrário destes estudos e dos nossos achados, outros 

autores relataram que camundongos ou macrófagos murinos infectados com L. major e L. 
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amazonensis produziram maiores níveis de IL-1β aumentada, o que conferiu resistência à infecção 

(98–100).  

 Além da não produção de IL-1β, também verificamos que infecção com L. infantum não 

alterou a média de intensidade de fluorescência (MIF) da caspase-1 nem a porcentagem de células 

expressando esta enzima após 8, 24 ou 48 horas em relação às células não estimuladas. Estes 

achados indicam que o parasita está interferindo na ativação dos inflamassomas e 

consequentemente na produção de IL-1β. Esses resultados diferem de estudos com L. major e L. 

amazonensis, os quais mostraram que essas espécies de Leishmania induzem a ativação da 

caspase-1 em relação aos controles (98,99). Essas diferenças podem ser consequência de 

características inerentes às distintas espécies de Leishmania, fatores de virulência e distintos 

modelos de infecção. No entanto, células infectadas e estimuladas com nigericina apresentaram 

aumento da MFI da caspase-1. Isto sugere que infecção com Leishmania não ativa diretamente a 

caspase-1, mas pode funcionar como um priming e que a adição de um segundo sinal resulta na 

ativação de caspase-1. No entanto, não podemos descartar a possibilidade de que a ativação de 

caspase-1 observada nas células infectadas e posteriormente adicionadas de nigericina seja devida 

ao uso do PMA utilizado para a diferenciação das células. O PMA pode funcionar como indutor de 

primeiro sinal in vitro na ativação de inflamassomas, como já foi relatado em outras investigações 

(145,146).  

 Como mencionado anteriormente, o objetivo principal deste trabalho foi caracterizar o 

perfil transcricional de células THP-1 infectadas com L. infantum. Para isto avaliamos o perfil global 

de expressão de células infectadas ou estimuladas com LPS após 8 horas de incubação. Os 

resultados deixam claro que o padrão de expressão gênica de células infectadas com L. infantum é 

muito parecido com o padrão expresso por células sem infecção e muito distinto do padrão 

observado em células estimuladas com LPS. Resultados similares foram encontrados quando 
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macrófagos foram infectados com L. mexicana e L. chagasi, as quais não alteraram o padrão de 

expressão de genes em relação às células não infectadas (147,148).  De forma distinta, infecção 

com L. panamensis aumentou de forma significativa a expressão de genes em macrófagos (149).  

 A análise de enriquecimento de GOs e vias metabólicas mostrou que infecção com L. 

infantum resulta na expressão de um número bem menor de vias enriquecidas; no entanto, 

algumas dessas vias não foram enriquecidas em células estimuladas com LPS. Na via de adesão 

celular, destacamos por exemplo os genes ACTG1 e ACTB, os quais codificam γ-actina e β-actina, 

respectivamente. As actinas são proteínas presentes em todas as células eucarióticas e fazem 

parte da formação do citoesqueleto celular. A γ-actina encontra-se no estado monomérico e pode 

ser polimerizada em filamentos como a F-actina. Esses filamentos estão relacionados com 

contração, endocitose, locomoção celular, adesão ao substrato e transporte de organelas (150). A 

locomoção celular, realizada pela emissão de pseudópodo na parte anterior e retração na parte 

posterior da célula e a adesão das células ao substrato, são reguladas pela reorganização de 

filamentos de actina (151).  

 Estudos indicam que as Leishmanias podem interferir na migração celular e adesão ao 

substrato. Macrófagos murinos infectados com L. amazonensis apresentaram redução de FAK 

(focal adhesion kinase) e paxilina fosforiladas, componentes estes que coordenam a polimerização 

da actina, adesão e locomoção celular. Isto resultou em mudanças na dinâmica da actina nos 

macrófagos e redução da motilidade dessas células, impedindo sua saída do local da infecção 

(152). Outros estudos que utilizaram monócitos humanos infectados com L. amazonensis, 

mostraram que esse parasita reduz a adesão dessas células ao substrato, o que facilitou a 

migração e disseminação das Leishmanias (153,154). Além disso, a internalização de L. donovani e 

L. major por macrófagos parece estar relacionada com actina. Uso de inibidor de polimerização de 

actina resultou em baixa ativação de MAPK provavelmente devido à endocitose reduzida dessas 
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células, a qual é dependente de actina (155). De acordo com nossos resultados, L. infantum 

aumenta a expressão de genes de actina e vale ressaltar que somente as células infectadas 

expressaram esses genes. A análise dos nossos resultados sugere duas possibilidades; a indução da 

expressão desses genes pelo parasita teve a finalidade de aumentar a motilidade celular e assim 

ampliar a chance de disseminação ou diminuir a motilidade para ter mais chance de sobreviver 

dentro da célula.  

 Um dos genes relacionados com a via de ativação de plaquetas e da via de coagulação foi o 

CD36; sua expressão também foi restrita às células infectadas. Esse gene codifica a glicoproteína 

CD36; presente na membrana de vários tipos celulares. Essa proteína está envolvida em muitos 

mecanismos tais como angiogênese, homeostasia e absorção de lipídios. Em fagócitos, a CD36 

funciona como um receptor scavenger, envolvido no reconhecimento de ligantes durante a 

resposta imune inata (156).  

 A expressão de CD36 em macrófagos após infecção com Leishmania parece influenciar a 

sobrevivência dos parasitas (157). Após a fagocitose, as Leishmanias se abrigam dentro dos 

fagossomos ou vacúolos parasitóforos (VP) sendo que a maturação do VP e a sobrevivência dos 

parasitas depende da fusão endocítica com lisossomos, de vias secretoras e da expressão de Rab5, 

Rab7a, MHC II, LAMP1 e LAMP2 (158–160). L. donovani sobrevive em macrófagos por atrasar a 

fusão dos fagossomos com os lisossomos (160). Diferente dos fagossomos clássicos, onde o 

conteúdo interno é degradado e a organela reciclada, VP contendo Leishmanias aumentam de 

tamanho por fundir tardiamente com lisossomos, permitindo a aquisição de nutrientes, 

sobrevivência, replicação parasitária e evitando a resposta imunológica (161). Neste contexto, 

acreditamos que o significado biológico da expressão aumentada de CD36 se relaciona com 

estratégias de sobrevivência do parasita, pois estudo com L. amazonensis mostrou que CD36 

possui papel essencial na maturação do VP e sobrevivência das Leishmanias. Os VPs expressando 
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CD36 se fundiram com endossomos/lisossomos tardios, permitindo o aumento de tamanho dos 

VPs e sobrevivência dos parasitas. Por outro lado, macrófagos de camundongos knockout de CD36 

apresentaram pouca fusão dos VPs com endossomo tardio, resultando em VPs menores e limitada 

replicação das amastigotas (157).  

 Outra via enriquecida após a infecção com L. infantum foi a de regulação das MAPK. As 

quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) incluindo p38, JNK e ERK1/2 são importantes na 

sinalização de vias imunológicas por induzir a produção de mediadores inflamatórios. No entanto, 

a desfosforilação e regulação das MAPKs  é realizada por diferentes classes de fosfatases, as quais 

são ativadas durante a infecção com diferentes espécies de Leishmania (139,141,142,162). Dentro 

da família das tirosina fosfatases (PTP) existe a classe das DUSPs (fosfatases de especificidade 

dupla), envolvidas com desativação de MAPKs em infecção com Leishmania (162). Estudo mostrou 

que DUSP1 e DUSP6 inibiram a ativação de ERK1/2, p38 e PKC após infecção com L. donovani, 

resultando em baixa expressão de iNOS (163). Nossos resultados revelaram que infecção com L. 

infantum resulta no aumento da expressão de DUSP2, DUSP5 e DUSP7, ressaltando que esses 

genes só foram expressos por células infectadas e não por células estimuladas com LPS. Embora 

não tenhamos encontrado na literatura estudos envolvendo as fosfatases expressas neste 

trabalho, essas proteínas também foram relacionadas com desfosforilação de p38, JNK e ERK1/2 

(164,165). Nossos resultados sugerem, portanto, que a expressão dessas DUSPs induzidas pelos 

parasitas é mais um mecanismo para desativar distintas vias inflamatórias e sobreviver dentro da 

célula.  

 Entre os 30 genes significativamente mais expressos após infecção com L. infantum, três 

deles estão relacionados com a resposta imune; CSF1, RPS6K1 e CDC20. O gene CSF1 (Colony 

stimulating fator 1) codifica o fator 1 estimulador de colônia (M-CSF). O M-CSF e o GM-CSF (fator 

estimulador de colônia de macrófagos) são citocinas que direcionam a diferenciação de 
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macrófagos. Macrófagos com perfil pró-inflamatório são diferenciados na presença de GM-CSF e 

produzem IL-12 enquanto que macrófagos com fenótipo anti-inflamatório e produtores de IL-10 

são diferenciados na presença de M-CSF (166,167). Infecção experimental com L. donovani 

determinou aumento da expressão de mRNA de GM-CSF e M-CSF, o que foi relacionado com 

aumento da atividade hematopoiética e consequente expansão dos parasitas no baço e medula 

óssea (168).  Um estudo in vitro utilizando macrófagos de camundongos knockout de M-CSF 

mostrou que essas células aumentam sua capacidade fagocítica acompanhada do aumento da 

produção de IL-12 e NO após infecção com L. major. Esses animais foram mais resistentes à 

infecção por montarem uma resposta do tipo Th1, a qual permitiu a eliminação dos parasitas 

(169). Preliminarmente esses resultados sugerem que a L. infantum induz a expressão desse gene 

para priorizar a diferenciação de macrófagos anti-inflamatórios e assim preservar sua 

sobrevivência no interior dessas células.  

 Outro gene sobre expresso foi o RPS6KA1, que codifica proteínas ribossomais do tipo 

serina-treonina (S6K1 e S6K2), as quais participam da sinalização de mTOR (mammalian target of 

rampamicin) e das quinases PI3K e são importantes em vários processos celulares como 

metabolismo de nutrientes, estresse, apoptose, biogênese de mitocôndrias e ciclo celular (170). 

Além disso, estudos têm mostrado que essas proteínas participam da regulação da via dos 

receptores Toll-like (171,172).  A S6K1 regula negativamente a via dos TLRs por interagir com TAB1 

e inibir a atividade de TAK1, uma proteína que ativa a via das MAPK e dos NOD1/2 (106,172,173).  

O aumento da expressão de S6K1 após estímulo de TLR2 e TLR4 em células humanas da linhagem 

HEK293  inibiu a atividade de TAK1 e NF-κB, reduzindo a produção de mediadores inflamatórios 

(172). Por outro lado, macrófagos murinos infectados com T. gondii aumentaram a ativação de 

mTOR e consequente progressão do ciclo celular dos macrófagos, no entanto essa ativação foi 

independente da expressão de S6K1 (174). Não encontramos na literatura estudos que elucidem o 
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envolvimento da S6K1 em infecções com Leishmania, mas acreditamos que expressão aumentada 

desse gene possa interferir na ativação de diferentes vias de sinalização do hospedeiro.  

 A expressão de CDC20 foi restrita a células infectadas e foi um dos genes mais expressos 

após infecção com L. infantum. Esse gene codifica a proteína CDC20 que é envolvida no ciclo 

celular. O complexo APC/C (Anaphase promoting complexo/cyclosome) é necessário para a 

progressão do ciclo celular, pois tem a função de degradar reguladores deste ciclo no 

proteassoma. O APC/C é ativado da metáfase até transição G1/S e sua função é regulada pelo 

CDC20. Essa proteína ativa o complexo APC/C durante a mitose e é necessária para a degradação 

das ciclinas, reguladores do ciclo celular (175,176).   

 Embora não existam estudos que mostrem o envolvimento do CDC20 em células do 

hospedeiro após infecção com Leishmanias, alguns estudos têm mostrado que esse gene é 

importante no ciclo celular dos próprios parasitas. Estudo mostrou que o inibidor de proteassoma 

MG132 aumenta os níveis de CDC20 na fase G1 de L. donovani, aumentando a divisão celular das 

promastigotas. Isso indica que a Leishmania regula seu ciclo celular por degradação de 

proteassoma através de APC/C (177). Estudos também indicam que parasitas da família 

Trypanosomatidae regulam seu ciclo celular através da degradação por proteassoma/ubiquitinas 

também mediada pela maquinaria APC/C (178,179). Diante do exposto sugerimos que o parasita 

esteja induzindo a expressão desse gene para aumentar a proliferação dos macrófagos e assim 

permitir sua disseminação. Também não excluímos a possibilidade de que o parasita esteja 

utilizando essa molécula para auxiliar na sua própria proliferação.   

 Entre os 30 genes menos expressos após infecção com L. infantum, ACKR3 e GBP1 são 

relacionados ao sistema imunológico. O ACKR3 codifica o receptor atípico de quimiocina (ACKR3 

ou CXCR7). Esse tipo de receptor não medeia diretamente a quimiotaxia, mas coordena o 

gradiente de quimiocinas durante a resposta imune. A função desses receptores transcorre entre a 
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superfície e compartimentos intracelulares, internalizando e degradando quimiocinas e liberando 

seus debris para o espaço extracelular. Portanto, esses receptores possuem papel crucial para 

coordenar a quimiotaxia durante a resposta imune (180,181). O ACKR3 degrada CXCL12 e CXCL11, 

internalizando essas quimiocinas e modulando a expressão dos seus respectivos receptores 

(182,183). O ACKR3 também está envolvido com internalização de cepas do vírus do HIV em 

células humanas;  quando esse receptor é bloqueado ocorre diminuição da entrada dos vírus nas 

células (184).  

 Embora não existam publicações elucidando o papel do ACKR3 nas leishmanioses, alguns 

relatos indicam o envolvimento de CXCL12 e CXCL11 nestas infecções. A CXCL11 é importante na 

resposta imune do tipo Th1 por recrutar leucócitos para o sítio da infecção e ativar células T e NK 

para secretarem IFN-γ(185). Baixa produção dessa quimiocina foi relacionada com lesões crônicas 

em pacientes portadores de leishmaniose cutânea (186). A CXCL11 também foi relacionada com 

aumento da suscetibilidade em infecção experimental com L. major.  Camundongos BALB/c, 

suscetíveis à infecção, exibiram aumento de expressão de CXCL11 e tratamento com essa 

quimiocina em camundongos C57BL/6, os quais são resistentes à infecção, determinou diminuição 

da produção de IL-12, direcionamento da resposta imune para um perfil Th2 e aumento da carga 

parasitária (187). Em relação à CXCL12, estudo mostrou que a presença desta quimiocina atraiu 

progenitores de células dendríticas com perfil regulatório durante infecção experimental com L. 

donovani (188). Considerando a função do ACKR3 de degradar quimiocinas, esperaríamos 

expressão aumentada desse receptor após a infecção com L. infantum. No entanto, diante do 

exposto, diminuição da expressão desse receptor pode aumentar os níveis de CXCL11 e CXCL12, 

ambos relacionados com polarização de resposta Th2.  

 Outro gene sub expresso após a infecção com L. infantum foi o GBP1, que codifica a 

proteína 1 de ligação ao guanilato (GBP1), uma GTPase que interage com membranas celulares 
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para regular uma ampla variedade de funções, entre elas a fusão de vesículas de transporte, 

transportando a maquinaria autofágica até os vacúolos com patógenos para eliminá-los (189,190). 

A expressão de GBPs (1 ao 7 nos humanos) pode ser induzida por IFN-γ e essas proteínas estão 

envolvidas na ativação de inflamassomas e caspase-1 por causarem ruptura nas membranas de 

vacúolos e assim liberar PAMPs no citoplasma (191,192). Células dendríticas humanas infectadas 

com L. major e L. donovani mostraram aumento da expressão de GPB1 (193). Expressão global 

gênica de macrófagos de camundongos infectados com L. major mostrou aumento da expressão 

de várias GBPs (194). Ainda são escassos estudos envolvendo as GBPs e Leishmanias, 

principalmente no que se refere à estes parasitas e inflamassoma. Tendo em vista que as GBPs são 

induzidas por IFN-γ e que estão relacionadas com a ativação de inflamassomas, nossa suposição é 

que a Leishmania esteja reprimindo a expressão de GBP1 como mais uma forma de escapar da 

resposta imune do hospedeiro.  

 Uma das informações importantes deste trabalho é que a infecção com L. infantum 

determina a expressão de um número bastante reduzido de genes em macrófagos. Essa diferença 

de expressão também pode ser notada quando se trata de genes envolvidos com a resposta 

imune, principalmente os genes relacionados com inflamassomas e receptores NODs. Enquanto 

células estimuladas com LPS mostraram aumento da expressão de genes de inflamassomas e 

NODosomas como CASP1, CASP4, CASP8, NLRP3, AIM2, NOD1, NOD2, RIPK2, NFKB e IL1B, não 

ocorreu aumento da expressão destes genes nas células infectadas.  Além disso, a via dos NLRs foi 

significativamente enriquecida nos genes sobre expressos em células estimuladas com LPS mas 

não nas células infectadas com Leishmania. Tais resultados indicam que infecção com L. infantum 

em células THP-1 não resulta na expressão de genes de inflamassomas ou NODsomas, o que pode 

ser confirmado pela não produção de IL-1β e não ativação de caspase-1. Estudos têm mostrado 

resultados contrários, pois outras espécies do parasita como L. major, L. amazonensis e L. 
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braziliensis ativam inflamassomas resultando em proteção e aumento da inflamação (98–100). 

Este achado nos parece relevante pois destaca mais uma particularidade entre as diferentes 

espécies de Leishmania. Sob esta perspectiva podemos sugerir que a L. infantum utiliza estas 

estratégias de escape justamente para evitar a montagem de uma resposta imune específica 

eficaz.  

  Dada a relevância do inflamassoma no controle da replicação e disseminação dos 

patógenos, não é surpreendente que os mesmos utilizem estratégias para impedir a ativação 

desse complexo (195). Já está estabelecido que para a montagem deste complexo e ativação da 

caspase-1 é necessária a transcrição de mRNA de componentes do inflamassoma e de pró-IL-1β 

através da ativação de vias inflamatórias e NF-κB por TLRs, CLRs e NOD1/NOD2 (55,63,106). A 

ativação de NF-κB e indução de resposta inflamatória protetora com diferentes espécies de 

Leishmanias têm sido relatadas na literatura (12). Além disso, estudo recente mostrou que 

infecção de CDs com L. infantum resulta na ativação de NOD2-RIP2 , produção de IL-12 através de 

MAPK e polarização da resposta imune no sentido Th1 (118). Entretanto, de acordo com nossos 

dados, L. infantum não aumentou a expressão de NOD1, NOD2 e NF-κB. A não ativação de NF-κB 

ou sua degradação por GP63 em infecções por distintas espécies de Leishmanias já foram 

descritos em diversas publicações (revisado por 196,197). A GP63 também tem sido relacionada 

com clivagem e ativação de fosfatases, o que interfere na produção de mediadores inflamatórios e 

modula as funções dos macrófagos (141–143,197).  

 A ausência da expressão de mRNA de IL-1β que constatamos nas células THP-1 infectadas 

com L. infantum é validada pela literatura. Por exemplo, o LPG presente na membrana celular da 

L. donovani, interfere na expressão de mRNA de IL-1β comprometendo sua estabilidade e 

reduzindo a transcrição desta citocina (40,41). Shio e colaboradores (39) observaram que 

infecções com L. major e L. mexicana determinaram baixa ativação de inflamassoma NLRP3 e 
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reduzida produção de IL-1β, resultado da interferência da GP63 na fosforilação de PKC (proteína 

quinase C) prejudicando a geração de ROS que é um reconhecido ativador de inflamassoma. 

 Também de acordo com nossos resultados, Gupta et al (144) mostraram que infecção com 

L. donovani não resulta em maturação de IL-1β devido a expressão de UCP2, uma proteína da 

membrana das mitocôndrias que inibe a produção de ROS.  A forma do parasita utilizada no 

estudo é um fator que pode ser responsável pela baixa expressão de IL-1β. Tem sido observado 

que infecção de PBMCs com amastigotas de L. braziliensis acarreta maturação de IL-1β enquanto 

que infecção com promastigotas não resulta em maturação dessa citocina (198). As células 

infectadas não apresentaram expressão de mRNA para IL-1β nem secreção da proteína 

correspondente, no entanto, constatamos expressão aumentada de IL1RN, que codifica o 

antagonista no receptor de IL-1 (IL-1RA). Este antagonista é importante na regulação de IL-1α e IL-

1β porque ao ligar-se ao receptor de IL-1 (IL-1RI) controla a atividade dessas citocinas (199). A 

infecção de camundongos knockout para IL-1RA com L. major determinou lesões maiores e 

aumento da carga parasitária. Além disso, CDs desses animais exibiram menor capacidade 

fagocítica e baixa produção de IL-12, indicando que além dos efeitos na resposta Th a IL-1 também 

modula a homeostase das DCs, resultando em diminuição de IL-12 e agravamento das lesões 

(200).  Nossos resultados mostram que além da infecção com L. infantum, o estímulo com LPS 

também aumentou a expressão de IL1RN. Acreditamos que as células estimuladas com LPS 

induzem a expressão desse antagonista para regular as ações da IL-1, produzida em níveis 

elevados por essas células. No caso das células infectadas, que não apresentaram produção dessa 

citocina, a expressão de IL1RN funcionaria como mais um mecanismo de escape da L. infantum.   

 O gene TNFAIP3, relacionado com a via dos NLRs, foi um dos poucos genes expressos por 

células infectadas. O TNFAIP3 codifica a proteína TNFAIP3 (TNF-α-induced protein 3) também 

conhecida como A20. A TNFAIP3 é uma proteína citosólica que regula negativamente a ativação 
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de NF-κB por TLRs, por causar desubiquitinação de TRAF6 e impedir a translocação de NF-κB para 

o núcleo da célula (201). Em infecção com L. donovani a TNFAIP3 causou desubiquitinação de 

TRAF6 e quando essa proteína foi silenciada houve clearence dos parasitas e aumento da 

produção de IL-12 e TNF-α (202). A TNFAIP3 também é relacionada com supressão da ativação de 

inflamassoma NLRP3 (203) e trabalho recente mostrou a relevância dessa proteína na ativação 

desse complexo. Gupta et al (144) mostraram que  macrófagos de camundongos infectados com L. 

donovani exibem baixa expressão de NLRP3, ativação de caspase-1 e maturação de IL-1β. A falta 

de ativação desses componentes foi relacionada com a presença de TNFAIP3, que inibiu a ativação 

de NF-κB e consequentemente a expressão de NLRP3 e pró-IL-1β. No entanto, quando TNFAIP3 foi 

silenciada, houve aumento da expressão de NLRP3 e maturação de IL-1β. Esse estudo mostrou que 

o parasita interfere na ativação de inflamassomas.  

 Analisados de forma global, os resultados obtidos indicam que a L. infantum entra nas 

células THP-1 de forma mais silenciosa em comparação ao estímulo desencadeado pelo LPS. É 

importante ressaltar, entretanto, que a infecção com este parasita, apesar de ser capaz de 

modular, tanto positiva quanto negativamente alguns genes, desencadeia um perfil 

predominantemente anti-inflamatório nessas células. Além deste trabalho sugerir vias adicionais 

dos mecanismos de escape empregados por estes parasitas, ele também indica as células THP-1 

como um modelo alternativo para investigar mais detalhadamente, em termos moleculares, a 

infecção entre Leishmanias e macrófagos.  
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Comentários finais: 

 

• infecção com L. infantum resulta na baixa produção de TNF-α, IL-6, IL-1β, não ativação de 

caspase-1 e baixa expressão de genes relacionados à via de ativação dos NLRs; indicando que o 

parasita suprime a resposta inflamatória das células THP-1; 

• infecção com L. infantum resultou em um padrão de expressão gênica similar às células 

sem infecção e distinto de células estimuladas com LPS, indicando que a entrada desse parasita 

nas células ocorre de forma mais silenciosa.  

• infecção com L. infantum modulou a expressão de genes, associados ou não com a 

resposta imune. Esses genes foram relacionados com mecanismos de escape e de sobrevivência 

dos patógenos no interior das células; 

• em conjunto esses dados mostram que a L. infantum utiliza recursos que permitem escapar 

da resposta imune do hospedeiro e garantir sua sobrevivência dentro das células. 
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O perfil transcricional de células THP-1 infectadas com L. infantum, comparado ao de 

células não infectadas e também ao de células estimuladas com LPS, revela que esta espécie de 

leishmania entra na célula hospedeira de uma forma bastante silenciosa. Além de não determinar 

ativação de diferentes vias envolvidas no alerta pró-inflamatório, também determina expressão de 

um número limitado de genes relacionados com sua sobrevivência e com mecanismos de escape.  
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