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RESUMO

Leishmaniose ¢ uma doenca complexa que envolve diversas sinalizagdes principalmente via
resposta imune inata através dos macrofagos. O estudo da doenga ¢ normalmente realizado in
vitro, entretanto ha uma grande variedade de macrogfagos usados, formas do parasita,
espécies do parasita e linhagens de animais. Sabe-se que o parasita Leishmania spp. de
alguma forma consegue subverter o tipo de polariza¢do de macréfagos, desta forma manipula
etapas imunes essenciais do hospedeiro, permanecendo e proliferando dentro do seu
organismo. O padrdo de citocinas produzido por macréfagos tem retroalimentagdo com
linfocitos T, citocinas como IL-12, INF-y e IL-6 que possuem perfil pré-inflamatorio e
estimulam linfocitos Thl, os quais estdo associados com animais de linhagens resistentes
como C3H/he. Por outro lado o perfil de citocinas anti-inflamatério tende a estimular
linfocitos Th2, que estdo bem associados a animais susceptiveis como Balb/c. Trabalhos
mostram que diversos patégenos sdo capazes de manipular diferentes etapas da resposta
imune inata, autores ja descrevem que parasitas, virus e bactérias sdo capazes de modificar
etapas epigenéticas do hospedeito. Epigenetica envolve mecanismo capazes de alterar e
coordenar a expressdo dos genes, um deste mecanismos ¢ a metilagdo de DNA. Metilagao de
DNA ¢ uma modificacdo quimica no carbono 5 de citosinas, tal modificacdo ¢ encontrada
normalmente em vertebrados e invertebrados, em situagdes fisiolodgicas e patoldgicas.
Existem diversas metodologias para verificagdo dos niveis de metilacdo de DNA, a técnica de
RRBS (Reduced representation bisulfite sequencing) ¢ uma técnica barata, acessivel e
comparavel as demais metodologias. O presente trabalho investigou os sitios de metilagao de
DNA em macrdfagos peritoneias de duas diferentes linhagens (Balb/c e C3H/he), recuperados
com lavagem ou estimulo por Tioglicolato de sédio. As células de ambas linhagens sem
estimulo foram infectadas com L. infantum e L. amazonenses, as células com estimulo foram
infectadas apenas com L. amazonenses. Apos o periodo de 72 horas o DNA das células foi
extraido e purificado para a preparacdo de bibliotecas de RRBS e sequenciamento em Hi-seq
2500. A andlise das sequéncias foi feita pela ferramenta Rnbeads, que realizou as
comparagdes — infec¢do x controle; linhagem resistente x susceptivel; e macrofagos estimulo
x sem estimulo. Através da distribuicao beta e redugdo dimensional geradas pela ferramenta
sugere-se que ha diferencas consistente entre células recuperadas por Tioglicolato e células
recuperadas com lavagem. As células estimuladas apresentam menor concentracdo de sitios
metilados em regides como promotores, genes e tiling. Entre animais resistentes (C3H/he) e
susceptiveis (Balb/c) também foi observado que animais Balb/c tendem a ter menor
concentracdo de metilagdo de DNA quando comparados a C3H/he, tal perfil ndo ¢ devido a
infeccdo. Apesar da sutil diferenca na metilacio de DNA entre infec¢do e controle, as
linhagens demonstraram padrdes opostos de metilacio de DNA. Nao foi possive distinguir
mudangas nos sitios de metilagdo entre Leishmaniose cutanea e visceral. O presente trabalho
sugere que ha diferencas na metilagdo de DNA, sendo sutil no status de infec¢do e controle,
moderado em animais resistentes e susceptiveis, e intenso entre células estimuladas e ndo
estimuladas, e tais modificagcdes sdo vistas em regides importantes do genoma como
promotores.

Palavras-chave: Parasita, hospedeiro, Leishmaniose, metilagdo de DNA, macréfagos.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex disease involving many signals pathways in innate immune
response mainly by macrophages. The study of the disease is usually in vitro, however, there
are many of macrophages types, parasite form, parasite species and animals strains. It is
known that the parasite Leishmania spp. can subvert the macrophages polarization, handles
essential immune steps of the host, to live and spread within the host body. The cytokines
pattern produced by macrophages has T lymphocytes feedback, cytokines such as IL-12, INF-
vy and IL-6 which have a pro-inflammatory profile stimulate Thl lymphocytes, which are
associated with animal resistant strains as C3H / He. Furthermore, the anti-inflammatory
cytokine profile stimulates Th2 lymphocytes which are associated with susceptible animals
as Balb / c¢. Many pathogens are able to handle different stages of the innate immune
response, the authors have described that parasites, virus and bacterias are able to modify the
host epigenetic steps. Epigenetic are mechanism able to change and coordinate the gene
expression, as DNA methylation. DNA methylation is a chemical modification of 5 carbon in
cytosines, such modification is usually found in vertebrates and invertebrates, in physiological
and pathological situations. There are several methodologies to investigate DNA methylation
levels, RRBS technique (Reduced representation bisulfite sequencing) is an inexpensive and
accessible technique, comparable to other methodologies. This study investigated the DNA
methylation sites on peritoneal macrophages of two different strains (BALB/c and C3H/he),
recovered by washing or stimulation by sodium thioglycolate. The cells of both strains
without stimulation were infected with L. infantum and L. amazonensis; the cells with
stimulus were just infected with L. amazonensis. After 72 hours the cell DNA was extracted
and purified to the RRBS libraries preparation and sequencing by Hi-seq 2500. Sequence
analysis was done by Rnbeads tool wich compared: infection x control; resistant x susceptible
mice strain; and macrophages stimulated x without a stimulus. Through beta distribution and
dimensionality reduction generated by the Rnbeads it is suggested that there are consistent
differences between stimulated cells with thioglycollate and cells recovered by washing.
Stimulated cells have a lower concentration of methylated sites in regions such as promoters,
genes and tiling. Between resistant (C3H/He) and susceptible (BALB/c) animals was also
observed that Balb/c animals have a lower concentration of DNA methylation than C3H/He,
which is not due the infection. Although subtle differences in DNA methylation between
infection and control, the strains response to infection showed opposite patterns of DNA
methylation. It was not possible to distinguish changes in DNA methylation sites between
cutaneous and visceral leishmaniasis. This study suggests that there are differences in DNA
methylation in host-parasite interaction, which are subtle in infection and control status,
moderate in resistant and susceptible animals, and intense between stimulated and
unstimulated cells, such modifications can be seen in important regions of the genome as
promoters.

Keywords: parasite, host, leishmaniasis, DNA methylation, macrophages.
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1. INTRODUCAO

A interacdo parasita - hospedeiro ¢ um mecanismo refinado moldado durante milhares
de anos durante a evolugdo, sendo um eterno cabo de guerra entre dois organismos com
intuito de sobreviver e proliferar. Leishmaniose ¢ uma doenca causada por parasitas
protozoarios do género Leishmania, o qual necessita de um vetor, normalmente um flebétomo
e um hospedeiro vertebrado para completar o ciclo. A doenga ¢ classificada como ndo
controlada pela WHO (World Health Organization). Leishmania spp. ¢ capaz de modular
padrdes metabolicos e de sinalizagdo em seus hospedeiros no intuito de sobreviver e ter
acessos a nutrientes essenciais. A vacinagdo efetiva ainda ¢ uma questdo discutida e nem todo
tratamento ¢ capaz de eliminar o agente do organismo, entretanto existem descrigdes de

hospedeiros capazes de debelar o agente.

Apds a infec¢do dos neutrdfilos ocorre a quimiotaxia e ativagdo de macrofagos, a
Leishmania spp. influencia a ativacdo do fenotipo de macréfagos sendo capaz de alterar suas
funcdes. A questdo é: como parasitas intra-fagossomais afetam padrdes de sinalizagdo
citosolicos de seus hospedeiros? Atualmente os macrofagos tem seu fenotipo caracterizado
por dois tipos de ativagdo: M1 e M2. Macrdfagos tipo M1, sdo induzidos por Interferon v,
citocinas e GM-CSF (Fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrdfagos), tendo
fenotipo de IL-12 (interleucina 12), IL- 23 (interleucina 23) e IL-6 (interleucina 6) sdo
produtores de moléculas efetoras e tem atividade pro-inflamatoria. Porém, estudos
demonstram a preferéncia de Leishmania spp. por outro tipo de macrofago, macrofagos
polarizados tipo M2, que sdo ativados de forma “ndo classica”, expressando IL -4
(interleucina 4), IL-13 (interleucina 13), IL-10 (interleucina 10), com atividade anti-

inflamatoria.

Estudos com modelos susceptiveis e resistentes t€ém mostrado que a resposta via
células Thl (sinalizagdo via IL-12) e a ativacdo de macréfagos estdo associadas a morte do
parasita, enquanto resposta via células Th2 (sinalizagdo via IL-10) estdo associadas a
persisténcia e progressao da doenga em humanos e modelos. O fato é que o direcionamento da
polarizagdo de Thl ou Th2 estd associado ao ambiente e estimulos, via citocinas e células

apresentadoras de antigenos, mecanismos epigenéticos parecem ter papel essencial no



processo de modulacdo do sistema imune. A interagdo parasita-hospedeiro ¢ um sistema
plastico e dinamico, modificacdes epigenéticas fornecem uma ferramenta rapida e reversivel

para os parasitas sobreviverem no hospedeiro.

Mecanismos epigenéticos englobam alteragdes bioquimicas e conformacionais de
cromatina, bem como atuacdo de RNAi (RNA interferente). Metilagdo de DNA ¢ uma
alteracdo epigenética que ocorre nas células por adi¢do de um grupo metil (CH3) na posi¢ao
5’ de residuos de citidinas em dinucleotideos CpG de todo o genoma. Adi¢do ou perda de
metilacdo em regides especificas estd associada ao silenciamento ou expressdo de genes.
Novas tecnologias permitem determinar o perfil de metilagdo do DNA de células hospedeiras
infectadas e correlacionar com as alteragdes de transcrigdo. Uma das técnicas para analise de
metilacio de DNA ¢ RRBS (reduced representation bisulfite sequencing) que permite a
analise e comparacao da metilagdo global de diversas amostras, com baixo custo, podendo ser

comparadas as demais técnicas existentes.

O presente trabalho tem como intuito melhorar o entendimento sobre epigenética e as
influéncias dos vieses do estudo in vitro, como estimulo e célula utilizada, espécie do parasita,
infeccdo e controle e resisténcia e susceptibilidade, através da triagem de sitios metilados por
ferramentas de andlise em longa escala de metilagdo de DNA na interag@o parasita-hospedeiro

na infecao por Leishmaniose.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Leishmaniose

Leishmaniose ¢ uma doenga causada por um parasita protozoario da familia
Trypanossomidae do género Leishmania. Existem mais de 20 espécies de parasitas que
causam doencas(Sharma e Singh 2008; Romano et al. 2014), sendo que 7 ocorrem no Brasil.
Normalmente a doenga ocorre em paises tropicais, onde o clima contribui para o
desenvolvimento do ciclo. Diversas espécies de Leishmania spp. levam a diferentes respostas
no hospedeiro, durante o ciclo de vida a Leishmania spp. passa por varios estagios, que
ocorrem devido a diferentes mudancas de ambientes (flebotomo-mamifero), como forma de
adaptacdo (Morales et al. 2008). Em geral, seus hospedeiros sdo mamiferos, mas outros
vertebrados sdo susceptiveis. Os cdes domésticos sdo reservatorios urbanos, enquanto que
carnivoros silvestres e roedores sdo reservatdrios silvestres (Gavgani et al. 2002; Sharma e

Singh 2008).

Para o ciclo completo do parasita é necessario um vetor, normalmente do género
Phlebotomus spp. ou Lutzomia spp. € um hospedeiro vertebrado, dentro do vetor o parasita se
encontra na forma promastigotas e ao se alimentar o flebotomo elimina a forma infectante
(Kaye e Scott 2011). A saliva do flebétomo contém promastigotas vivas, mortas ou em
apoptose, além de componentes salivares que atuam com papel critico na modulagdo da
resposta imune do hospedeiro (Okwor et al. 2012). As promastigotas podem ser fagocitadas
por diversas células fagociticas como neutrofilos, mondcitos e macrofagos, onde ocorre
formacdo do fagossoma. Dentro da células o parasita perde o flagelo e se transforma em
amastigota, esta forma ¢ capaz de se replicar e sobreviver dentro do fagossoma, até o ponto de
romper a célula e infectar células vizinhas, o ciclo se completa quando outro flebétomo se

alimenta do hospedeiro (Fig. 1) (Matlashewski 2001; Kaye e Scott 2011).
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Figura 1 - Ciclo da Leishmania spp.

Apés o parasita picar o hospedeiro (A), o parasita é fagocitado por uma célula fagocitica, onde
sofre modificagdes e perde o flagelo (B); dentro da célula o parasita é capaz de sobreviver, replicar
e evadir, contaminando células vizinhas (C); o ciclo se completa quando outro vetor se alimenta do
hospedeiro contaminado (Kave et al 2012).

Devido as adiversidades no ambiente, o parasita para sobreviver ¢ capaz de se
diferenciar e se tornar mais virulento. Alteracdes de temperatura, ph, atividades citotdxicas e
enzimaticas atuam como fatores de estresse para a adaptagdo do estagio parasitario dentro das
células, sendo este capaz de sobreviver a um ambiente indspito como o fagossoma (Spith,
Drini, e Rachidi 2015). Os protozoarios tém a capacidade de produzir e secretar varias
moléculas de superficie envolvidas em processos de sinalizacdo celular que levam a
modulag¢do do sistema imune (de Morais et al. 2014). O papel de moléculas como GP63
(glicoproteina de superficie 63kDa), LPG (Lipofosfoglicano), proteases de cisteinas e outras
proteinas diferencialmente expressas durante as fases promastigotas e amastigotas, tem sido
estudado devido ao envolvimento na adaptacdo do parasita em ambientes diversos (vetor e
hospedeiro) e ao aumento da viruléncia do parasita (Puri et al. 2011; Podinovskaia e

Descoteaux 2015).

O parasita pode causar trés diferentes formas clinicas para a doenga: visceral, cutanea
e muco-cutanea, normalmente cada forma da doenga tem uma espécie caracteristica, porém
algumas vezes o mesmo parasita pode levar a duas formas da doenca (Romano et al. 2014;

McCall et al. 2015), a WHO (World Health Organization) ainda acrescenta a forma cutinea




difusa. As formas da doenga tém alta morbidade e mortalidade, sendo classificada como
doenga emergente ndo controlada pela WHO. No mundo ocorrem mais de 1 milhdo de novos
casos por ano, ¢ certa de 20 mil pessoas vem a 6bito, mais de 90% dos casos ocorrem na

india, Bangladesh, Nepal, Sudéo e Brasil (WHO).

As principais espécies denominadas Leishmania do novo mundo (encontradas nas
Américas) sdo: L. guyanensis, L. panamensis, L. lainsoni, L. mexicana, L. amazonensis e L.
venezuelensis que provocam a forma cutanea; L. brasiliensis que provoca a forma muco-
cutanea e L. chagasi causadora da forma visceral (Fiocruz), esta Gltima também ¢ considerada
sindnimo da L. infantum do velho mundo (Mauricio et al. 1999). No velho mundo (Norte da
Africa, Mediterraneo, india, Oriente Médio e Asia Central) as espécies sdo: L.donovani além
da L. (chagasi) infantum ja citada, que causam a forma visceral; L. aethiopica, L .major e L.

tropica que causam a forma cutanea (WHO).

Diversos organismos hospedeiros podem combater diferentemente o parasita, isso se
deve a fatores como idade, estado nutricional, individualidade imune e doencas
concomitantes, principalmente HIV (virus da imunodeficiéncia humana), além do mais,
diferentes espécies e cepas do parasita levam a diferentes manifestagdes clinicas (Gradoni e
Gramiccia 1994; Costa et al. 2000). Na Leishmaniose cutidnea, hospedeiros imuno-
competentes combatem sozinhos o parasita, sendo que o parasita persiste no organismo
levando a certa imunidade. O mesmo pode ocorrer com a Leishmaniose muco-cutanea onde
hd o acometimento de regides naso-faringea, apesar da aparente cura sequelas como
deformacdo facial e cegueira podem ocorrer (Faria, Reis, e Lima 2012). A Leishmania
visceral ¢ caracterizada por esplenomegalia e hepatomegalia, e algumas vezes
linfoadenopatia. Alguns hospedeiros podem combater o parasita, entretanto a permanéncia do
parasita no organismo pode desencadear o calazar dermal (pds calazar), contudo também

existem os individuos assintomaticos (Murphy et al. 2001; Schwarz et al. 2013; Singh 2014).

O processo de transformag¢do do parasita dentro do organismo do hospedeiro,
passando de uma promastigota extracelular para amastigota intracelular ¢ complexo e varia
conforme a espécie do parasita. Evidéncias levam a crer que o parasita consegue escapar do
sistema imune do hospedeiro por suprimir atividades criticas dos macréfagos (Lambertz et al.
2012). A adaptacdo de parasitas intracelulares com seus hospedeiros se deu através de uma
coadaptagdo durante a evolugdo, se tornando especialistas capazes de alterar processos

celulares como: indu¢do de apoptose, autofagia, producdo de reativos de oxigénio, degradagao



lisossomal, das células do hospedeiro, caso o parasita tenha éxito estard num ambiente

protegido e nutrido (David Sibley 2011).

2.2. Resposta Imune a Leishmania spp

O processo basico de resposta do hospedeiro consiste como primeira linha de defesa
os neutrdfilos, que ndo conseguem limitar a agdo da Leishmania spp. na pele, onde apds
fagocitarem os parasitas acabam por sofrer apoptose, sendo que estes corpos apoptoticos
atuam como sinalizadores para os macrofagos (Kaye e Scott 2011). Os macréfagos atuam
logo em seguida ou em conjunto, sendo suas fungdes a de morte de patdgenos e iniciagdo de
resposta imune adaptativa. Durante uma resposta imune correta, os macrofagos identificam
moléculas que se ligam a PRRs (receptores de reconhecimento padrdo) e produzem
quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias tais como: TNFa (fator de necrose tumoral alfa),
IL-1B (interleucina 1 beta), IL-6 e outras, as quais tem retroalimentacdo com iniciagcdo da
resposta antimicrobial, o que leva a fagocitose e internalizacdo do agente no fagossoma.
Assim, ocorre o desencadeamento de ROIs (reativos intermedidrios de oxigénio) e nitrogénio,
proteases, hidrolases lissosomais e outras proteinas e peptideos antimicrobianos encontrados
em lisossomas que se fundem ao fagossoma. Enfim, o fagossoma sera digerido e liberara
antigenos que se apresentardo as células T, desencadeando a resposta imune adaptativa

(McGuinness, Dehal, e Pleass 2003; Kima 2007; Lambertz et al. 2012).

O sistema imune ¢ dividido em inato e adaptativo, a fronteira entre as duas respostas
ndo ¢ muito clara. A resposta imune inata tem papel central na defesa contra parasitas
intracelulares. Através de sinalizagdo por receptores pode ativar duas vias divergentes de
sinalizacdo: uma promotora de sobrevivéncia celular e outra ativadora de mediadores pro-
inflamatorios. A resposta inata é executada por PPRs através de PAMPs (Padrdes moleculares
associados a patdgenos), inicializando uma cascata de sinais que induz citocinas,
interleucinas, quimiocinas e proteinas antimicrobiais (Kdrner et al. 2010; Wen, Sakamoto, e

Miller 2010; Sellers et al. 2012; Kondo, Kawai, ¢ Akira 2012).

Fagocitose ¢ um processo complexo envolvendo muitas etapas: ativagdo de receptores,

desencadeamento de muitas sinaliza¢des celulares, consequente adaptacdo de citoesqueleto e



internalizacdo de particulas. Apds o englobamento do patégeno, o mesmo necessita manter o
ambiente suportdvel e adquirir nutrientes, muitos parasitas secretam moléculas que sdo
capazes de penetrar na célula permitindo a sua invasdo (de Celis et al. 2015; Liehl, Zuzarte-
Luis, e Mota 2015). A habilidade de modular o fagossoma se dd através de fatores de
viruléncia. As alteracdes na biogénese de fagossomas provocadas por proteinas secretadas
pela Leishmania spp. ainda ndo sdo bem entendidas, entretanto através da aplicagdo de
técnicas para o estudo global de proteinas, diversas moléculas proteicas envolvidas no
processo tem sido identificadas. Dentre as principais proteinas estdo: LPG e GP63, porém
existem diversas outras: quitinase, aldolase, SAcP, EF-1a, ISP (inibidor de serina peptidase),
proibitina, PKC-like (Proteina quinase C-like), ISCL, entre outras. Sabe-se também que o
parasita ¢ capaz de produzir exossomas com cerca de 300 proteinas, capazes de modular
diversas func¢des de macrofagos (David Sibley 2011; Moradin e Descoteaux 2012; Lambertz
et al. 2012; Podinovskaia e Descoteaux 2015).

Ja ¢ descrito em diversos parasitas inclusive na Leishmania spp., que a secre¢ao destas
moléculas no hospedeiro leva a alteragdo de sinais que promovem a resposta pro-inflamatoria,
ou ativa reguladores negativos que desencadeiam a resposta anti-inflamatéria. Uma destas
etapas significantes se dé através da polarizagdo de macréfagos, que tem papel importante na
imunidade inata, os quais produzem muitas citocinas que estimulam resposta de células
CD4+. A resposta via células T ¢ essencial para garantir a morte ou perpetuagdo do parasita,
resposta Th1 normalmente estd associada ao aumento de NO (6xido nitrico) e atuacdo pro-
inflamatoria, ja resposta Th2 leva a producdo de Argl (Arginase 1) e tem atividade anti-

inflamatoéria (Kima 2007; Canton 2014).

2.3. Macrofagos e polarizacao

Macréfagos estdo presentes praticamente em todos os tecidos, atuam na homeostase
retirando debris e evitando inflamacdo excessiva, e também atuam como células de defesa
com atividade microbicida (Duque e Descoteaux 2014; Ivashkiv 2013). O macréfago ¢ uma
das principais células fagociticas do sistema imune, e ¢ o foco de investigacdo da relagdo
parasita — hospedeiro, ja que ¢ o ambiente de proliferagdo e sobrevivéncia da Leishmania

spp.. A fagocitose ¢ a principal fungdo de macréfagos, podendo ser exercida em processos



patologicos ou ndo, e a auséncia ou incapacidade da atuagdo destas células pode levar a danos
sérios no hospedeiro. Viver dentro de macrofagos ¢ uma 6tima forma de escape do sistema
imune e alguns parasitas desenvolveram esta habilidade. A interagdo entre célula e parasita
permite comunicagdo, sendo o parasita capaz de adquirir nutrientes, alterar etapas
antimicrobianas e se multiplicar, isso tudo ocorre principalmente através da manipulacdo de
sinalizacdes metabolicas da célula (Kima 2007; David Sibley 2011; Liehl, Zuzarte-Luis, e
Mota 2015).

O sistema mononuclear fagocitico compreende um grupo de células responsaveis pela
fagocitose, producdo de citocinas e apresentagdo de antigenos. Fazem parte do sistema
mononuclear: os mondcitos, os macrofagos teciduais e as células dendriticas. Os macrofagos
tém ao longo dos ultimos anos deixados de serem considerados uma populacdo homogénea e
demonstram diferencas funcionais e morfologicas, decorrentes de distintos fendtipos. Os
macrofagos eram descritos como originados essencialmente de células sanguineas — os
monocitos, entretanto trabalhos cientificos t€m demonstrado que alguns macréfagos, como os
residentes teciduais, tem origem de progenitores hematopoiéticos da embriogénese e
perpetuam até a fase adulta, tendo diferente origem dos monodcitos sanguineos. Macrofagos
sdo células altamente especializadas de acordo com o tecido onde se encontram, sendo
descritos como: osteoclastos, histidcitos, micréglias, células de Kupffer, macréfagos
alveolares, macréfagos peritoneais entre outros (J Ghosh et al. 2011; Gautier et al. 2012;

Epelman, Lavine, e Randolph 2014; Juhas et al. 2015).

Cada tecido tem seu grupo de macrdéfagos especificos originarios de células tronco e
derivados de células adultas (monocitos), tendo controle sobre a propor¢do e tipo destas
células. Os macréfagos durante a fase embriondria e neonatal tém papeis importantes no
remodelamento tecidual, tecido-especifico e reduzida capacidade imune. Os macrofagos
residentes t€m transcritos distintos de monocitos circulantes, sugerindo certa diferenciagao,
entretanto macréfagos residentes podem ser uma populacdo heterogénea de macréfagos
embriondrios e derivados de mondcitos (Gautier et al. 2012; Epelman, Lavine, e Randolph
2014). A ativacdo ou polarizagdo de macrdfagos ¢ o ponto chave de muitos processos,
principalmente na patogénese e direcionamento da inflamagdo, podendo ser alterada por
diferentes estimulos como: citocinas, moléculas de microbios, glicocorticoides, alteracao de
ambiente e etc (P. J. Murray et al. 2014). Apesar de nao ser totalmente esclarecido ou aceito,

muitos autores dividem os macréfagos em dois grupos: M1 e M2, sendo que M2 pode ser



classificado em diferentes subtipos dependente do contexto - M2a, M2b, M2c e M2d (Canton
2014; Muraille, Leo, e Moser 2014; Zanluqui, Wowk, e Pinge-Filho 2015).

O conceito de M1 e M2 foi introduzindo em 1992 por Steim e colaboradores, quando
descobriram que IL4 inibia o estresse oxidativo. A partir deste trabalho muito se tem
discutido sobre a nomenclatura relacionada aos fendtipos polarizados de forma classica e
alternativa. A descricdo de macréfagos ativados de forma cléssica e ndo cldssica viria da
ativagao por INFy (interferon gama) e IL4 respectivamente, ja a descri¢do de polarizagdo M1
e M2 tem correlagdo com o tipo de resposta por células Thl e Th2 (P. J. Murray et al. 2014;
Muraille, Leo, e Moser 2014; Zanluqui, Wowk, e Pinge-Filho 2015). Macréfagos podem ser
polarizados em populagdes heterogéneas com diferentes fendtipos, sendo que modificam seus
perfis de acordo com estimulos, e tem sua cinética correlacionada as células T (Fig. 2) (Juhas

etal. 2015).

Macrofagos polarizados tipo M1 ou ativados de forma classica sdo estimulados por
moléculas de patégenos ou citocinas pré inflamatorias como INFy, TNFa, TLRs, GM-CSF,
sdo caracterizados pela alta capacidade de apresentacdo de antigenos, atividade pro
inflamatoria, tumoricida, microbicida, tem potencial toxico e dano tecidual, alta producdo de
NO e reativos intermediarios de oxigénio. Os macréfagos polarizados tipo M2 ou de forma
ndo classica podem ser observados em situacdes fisiologicas e estdo envolvidos na estagnagao
microbicida, remodelamento tecidual, fun¢des imunoreguladoras, angiogénese, cicatrizante e
progressdo tumoral. Os macrofagos M2 sdo estimulados por TGFf (fator de crescimento
tumoral beta), IL-4, IL-10 e IL-13, citocinas que tem retroalimentacdo com Th2 (Fig. 2)
(Guiducci et al. 2005; Diaz-Gandarilla et al. 2013; N. Wang, Liang, ¢ Zen 2014; Muraille,
Leo, e Moser 2014; Zanluqui, Wowk, e Pinge-Filho 2015).
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Figura 2 — Citocinas e estimulos para polarizagdo de macréfagos
Figura esquematica da polarizagédo classica M1 (esquerda) e polarizagédo alternativa M2 (direita), com
seus estimulos (roxo) e as respostas desencadeadas (citocinas e quimiocinas) (Duque et al; 2014)

Do aspecto funcional, a producdo de NO por M1 estad envolvida com a destruicao
(incluindo células e patogenos), ja producdo de ornitina por M2 estd envolvida com o reparo
tecidual. O NO pode inibir a replicacao celular, enquanto a ornitina pode estimular a divisao
celular, levando a resposta imune em dire¢des opostas, sendo que os fenotipos M1/M2 sdo
reversiveis até certo ponto in vitro e in vivo (Mills et al. 2000, Sica e Mantovani 2012).
Guiducci e colaboradores em 2005 foram um dos primeiros grupos a demonstraram a
transicao in vivo de M2 para M1 em animais modelos de tumores. Os feno6tipos podem ser
revertidos em processos fisiologicos e patologicos, entretanto os mecanismos que levam a

configurar o fendtipo ndo sdo claros (N. Wang, Liang, e Zen 2014).

A nomenclatura M1/M2 ainda ndo estd totalmente estabelecida, o que pode levar a
confusdo e também conclusdes errdneas, até por que somente com marcadores de superficie
ndo ¢ possivel diferenciar os macrofagos, mais pesquisas para caracterizar a diferenciagdo de
macrofagos se faz necessario, até por que ha uma grande diversidade entre macrofagos, o que
ocorre também entre as espécies (P. J. Murray et al. 2014). O paradigma entre M1 e M2, tem
sido estudado in vitro, e esta ativacdo em comparacdo a humanos e murinos ainda ndo ¢ clara.
Reynolds e colaboradores 2015 descreveram que o mapeamento de transcritos tem perfis de

expressdo génica bem conservada entre macrofagos de humanos e murinos, aproximadamente
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99% dos genes humanos e murinos sdo analogos e 96% sdo sinténicos, apesar das espécies

terem uma divergéncia de 80 milhdes de anos de evolugao.

As principais caracteristicas que afetam a resolu¢do/cura da infeccdo por Leishmania
spp. na polarizacdo de macrdofagos sdo as alteragdes de padrdes de sinalizagdo e metabolismo
de amino4cidos, os quais sempre se direcionam para M2. Alteragdo na sinalizacdo de vias
para obtencdo de nutrientes, retardar maturacdo de macréfagos, produzir de citocinas ou até
mesmo ativar reguladores negativos sdo descritos em diversos parasitas como Toxoplasma
gondii, Listeria monocytogenes, Trypanosoma cruzi, Mycobacterium tuberculosis, HIV,
Leishmania spp. entre outros, estas diferencas podem ser notadas quando avaliado os mRNA
em hospedeiros infectados e ndo infectados. O metabolismo de L-arginina e atuagdo de
enzimas NOS/Argl s3o também fatores ambiguos que podem levar a perpetuacdo de
Leishmania spp., L-arginina pode ser metabolizada em duas vias resultando em NO ou
ornitina (poliamina e prolina), sendo que NO leva a morte do parasita, o que ndo ocorre na via
das ornitinas, o que seria uma oOtima estratégia para o escape do parasita (Harris et al. 2010;
O’Shea e Murray 2008; El Kasmi et al. 2008; Lawrence e Natoli 2011; Braun et al. 2013;
Muraille, Leo, e Moser 2014; de Monerri ¢ Kim 2014).

2.4. IL-12/IL-10 x Th1/Th2 x Resisténcia/susceptibilidade

Muitas citocinas participam da resposta imune inata, a qual possui duas respostas
distintas e opostas: resposta pro e anti-inflamatoria. A resposta pro-inflamatoria € o principal
meio de combate a parasitas, as principais citocinas envolvidas neste processo sdo IL-1,
TNFoa e IFNy. A atividade pro-inflamatéria tem intuito a adesdo endotelial, quimiotaxia,
inflamacdo e producdo de enzimas que levam a destruicdo de moléculas patogénicas. Uma
outra citocina importante na resposta pro-inflamatoria ¢ a IL-12 a qual faz link entre resposta
imune inata e adquirida. Por outro lado, ¢ necessario manter a homeostase do sistema imune,
pois do contrario ocorre a exacerbacdo da producdo de proteinas que podem levar a danos
teciduais, resultando em doengas. Citocinas como IL-4, IL-10, IL-13 e TGFp atuam na
delimitagdo da resposta pro-inflamatoria e sdo essenciais para a manutengdo do organismo
(Dinarello 2000; Dent 2002; O’Garra e Murphy 2009; P. J. Murray e Smale 2012; Muraille,
Leo, e Moser 2014).
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Tanto em organismos modelos como em humanos, ja ¢ bem estabelecido que no
combate da Leishmania spp. e diversos outros parasitas faz-se necessario o estimulo da
resposta que polariza Thl. A resposta por Thl ¢ elicitada via citocinas produzidas por células
apresentadoras de antigenos, como os macrofagos. As citocinas IL-12 e IFNy sdo as prinicpais
relacionadas com polarizagdo de Thl, sendo que progressdo da Leishmaniose esta associada a
supressao da resposta Thl, pouca expressdo de IL-12 e consequente sobreposicao de resposta
Th2. IL-10 ¢ a principal citocina envolvida na retroalimentacdo de células Th2, esta citocina ¢
produzida durante a ativagdo alterativa de macrofagos, o que limita a apresentacdo de
antigenos, suprime a produgdo de citocinas inflamatorias e impede a proliferacdo de células
Thl (Fig. 3) (Vouldoukis et al. 1997; Couper, Blount, e Riley 2008; Chandra e Naik 2008;
Cope et al. 2011; P. J. Murray e Smale 2012).

Effector Effect on parasites
molecule

IFNy |
Control of growth

‘ Parasite clearance
TNFa

IL-12
IL-2 Uncertain
(mostly associated
! with control of
IL-17 parasite growth)
IL-4
‘} IL-10 Parasite propagation
| | Parasite persistence
| \
! \
TGFB |

Figura 3 — Citocinas e efeito sobre o parasita

Algumas citocinas quando expressas s&o associadas a cura do parasita (quadrante azul), enquanto outras
citocinas sdo expressas em alta concentragdo em animais que ndo respondem ao parasita (quadrante
vermelho) (adaptado de Nylem et al, 2012).

Os camundongos de linhagem Balb/c sdo bem estabelecidos como modelos
geneticamente susceptiveis a Leishmania spp., estes animais sdo incapazes de controlar o
parasita, demonstrando sinais clinicos graves, podendo ser fatais. Os camundongos de
linhagem C3H/HeN e C57BL.6 sdo geneticamente resistentes a maioria das espécies de
Leishmania spp., € muitas vezes sdo capazes de desenvolver a cura. Esta dualidade estd

estritamente relacionada ao tipo de resposta na polarizacdo de células CD4+ (Lang et al.
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2003; Faria, Reis, e Lima 2012). A resposta via células T se apresenta semelhante na forma
visceral e cutinea da doenga, onde a polarizacio de Thl estd associado a cura e Th2 a
persisténcia, entretanto o padrdo de citocinas se apresenta um pouco diferente, na doenga
visceral ¢ observado a producdo de ambas citocinas IL-10 e IL-12 (pr6 e anti-inflamatdrias)
logo no inicio da infec¢do em bagco e figado, entretanto logo apds ocorre acentuada
concentragdo de IL-10. J4 na doenga cutanea a atuagdo de IL-10 estd em alta concentragdo nas

lesdes desde o aparecimento das mesmas (Bacellar et al. 2000; H. W. Murray et al. 2002).

A familia IL-12 ¢ composta por quatro membros: I1L-12, IL-23, IL-27 e IL-35. IL-12 ¢
uma citocina pré-inflamatoria formada por duas subunidades (p35 e p40), as quais para a
ativagdo correta da proteina tem que ter as subunidades expressas conjugadamente. IL-12 ¢
expressa por diversas células incluindo macréfagos, tem sua funcdo associada a polarizagdo
de Thl, sua cascata de sinalizacdo esta associada a Jak/STAT (Janus quinase e transdutor de
sinais e ativador de transcri¢do), a também via MyD88 (adaptador fator 88 de diferenciagdo
mieldide) e MAPKSs (proteina quinase ativada por mitdgeno) (Jacobson et al. 1995; Trinchieri
2003; Chandra e Naik 2008; Vignali e Kuchroo 2012). A expressdao de IL-12 se da pela
colaboracdo entre os receptores TLRs (receptores toll-like), receptores de IFNy e co-
estimulagdo de CD40 (Trinchieri 2003). Animais com nocaute em CD40 ¢ CD40L sdao mais
susceptiveis a L. major, entretanto o tratamento destes com IL-12 leva a cura das lesdes e

reducdo do numero de parasitas (Okwor, Jia, e Uzonna 2015).

A transcrigdo de IL-12 ¢ complexa e envolve a atuagdo de fatores de transcricdo NF-
kB (fator nuclear kapa B), ELK1/2 e AP.1, além da ativagdo de enhancers através de C/EBP,
sendo que modificagcdes epigenéticas com o posicionamento de nucleossoma e
remodelamento de cromatina também sdo necessarias. IL-12 ¢é extremamente necessaria para
o combate a infec¢des parasitarias e IL-10 ¢ a principal reguladora negativa (Trinchieri 2003;
Chandra e Naik 2008; Vignali e Kuchroo 2012). L. donovani suprimi IL-12p40 através da
modulag¢do de TLR2 e TLR4, aumentando a produgdo de IL-10, isso ocorre devido a suprimir
a atividade de p38MAPK e fosforilar ERK1/2 (Chandra e Naik 2008). IL-12 apresentou
correlacdo inversa em relagdo ao nimero de parasitas em animais infectados com L. major,
sendo que quanto maior o numero de parasita menor a concentracdo de IL-12 e maior
concentragdo de IL-10. A neutralizagdo de IL-10 restaura a indug¢do de IL-12 e iNOS em

macrofagos de Balb/c infectados com L. major (Mathur et al. 2004).
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A homeostase do sistema imune ¢ essencial para a vida, IL-10 ¢ uma citocina que tem
papel central neste balango, evitando que ocorra exacerbacdo, levando a ativacdo de
moléculas anti-inflamatorias e inibicdo de citocinas pro-inflamatérias como: IL-1, TNFa e
IL-12. A anulacdo da atividade de IL-10 em animais sadios pode acarretar enfermidades como
doenca inflamatéria intestinal a qual pode ser fatal. IL-10 ¢ expressa em diversas células
imunes, como linfécitos Th2 e também macréfagos, mastocitos, células dendriticas e outras, a
produgdo de IL-10 por macrofagos pode inibir a resposta tipo Th1(Dinarello 2000; Saraiva e
O’Garra 2010; Vazquez, Catalan-Dibene, e Zlotnik 2015). O estimulo para a producao de IL-
10 pode ser através de varios receptores como TLRs, FcyRs (receptore Fc gama) e também
por CD40. A sinalizagdo via TLRs esta associada a atividade MyD88, a qual ativa a cascata
de sinalizagdo de MAPKs e o fator de transcrigdo NF-kB. CREB parece ter um papel
importante na modulacdo desta citocina em infec¢des por parasitas (Saraiva e O’Garra 2010;

Wen, Sakamoto, e Miller 2010).

IL-10 tem sido amplamente estudada em diversos parasitas, esta citocina esta
associada a inabilidade dos hospedeiros em combater doengas parasitarias. Um dos pontos
chaves da apresenta¢do de sinais na doenca ¢ o desequilibrio entre a produgdo de citocinas IL-
4, IL-10 (aumentadas) e IL-12 e INFy (reduzidas), contudo a alteracdo de citocinas pode estar
associada ao tempo de infec¢do e espécie do parasita (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998; Couper,
Blount, e Riley 2008). O uso de IL-10 recombinante em culturas de macrdofagos infectados
com L. major e L. infantum levou a incapacidade da célula em combater o agente através da
inativacdo de etapas essenciais em macréfagos, como a producdo de NO (Vouldoukis et al.
1997). Do contrario, quando animais Balb/c infectados com L.donovani sdo tratados com

anti-IL-10, estes eram capazes de responder a infec¢do (Murphy et al. 2001).

Animais Balb sdo susceptiveis a infeccdo por Leishmania spp., apresentando lesdes
com alta concentragdo de IL-10 e suprimindo a atividade de IL-12p40. L. major estimula a
producdo de IL-10 através da ligagdo por FcyR, sendo que nesta ligagdo o parasita se encontra
opsonizado (Noben-Trauth et al. 2003; Couper, Blount, e Riley 2008). Animais Balb/c com
nocaute IL-10"" sdo capazes de responder a infecgdo por L. major, apresentando menor lesdo e
menor nimero de parasitas (Kane e Mosser 2001). Animais nocaute IL-107 susceptiveis,
infectados com L. amazonenses, apresentam aumento de expressdo de IL-12, IFNy e IL1 em
linfonodos, apesar do animal desenvolver a doenca este apresentava menor presenca do

parasita (Ji, Sun, e Soong 2003). Animais resistentes C57BL/6 nocaute IL-10”" conseguem
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debelar totalmente o parasita (Belkaid et al. 2001). Em humanos a Leishmaniose cutanea,
visceral e pds calazar tem sido associadas a IL10 (Ismail et al. 1999; Murphy et al. 2001;
Schwarz et al. 2013).

2.7. Epigenética — metilacdo de DNA e RRBS

O termo epigenética surgiu na metade do século XX apos estudos realizados
correlacionando bases genéticas e embriologicas. O prefixo epi, do grego - por cima,
apresenta uma forma de heranga que se sobrepde a heranga genética com base no DNA

(Waddington 2012; Mufioz-Canoves e Di Croce 2015). Epigenética ¢ o estudo de mecanismos

que levam a modificagdes bioquimicas e conformacionais reversiveis e herddveis na
cromatina, podendo alterar a fun¢do do genoma. Metilacdo de DNA, modifica¢do de histonas,
posicionamento de nucleossoma e RNAi (RNA interferente) sdo exemplos de mecanismos
epigenéticos, os quais sdo necessarios para proporcionar o balango entre transcri¢do e
repressao, através do empacotamento do DNA, certificando a correta replica¢do, expressao e
silenciamento génico. Metilagdo de DNA ¢ uma alteragdo epigenética que ocorre por adigdo
de um grupo metil (CH3) na posi¢do 5’ de residuos de citidinas nas sequéncias de
dinucleotideos CpG, descritos como Smetilcitosina (SmC) (Jones 2012; Cedar e Bergman
2012; Cedar e Bergman 2012; Stevens et al. 2013; Baubec e Schiibeler 2014; Tran et al.
2014).

O genoma de mamiferos ndo possui distribuigdo homogénea de sitios CpG, existindo
regides com maior ou menor concentragdo. Sequéncias gendmicas de até 2000pb com alta
concentragdo de sitios CpG sdo descritos como ilhas CpG (CGI), normalmente nio se
encontrando metiladas homogeneamente (Jones 2012; Smith e Meissner 2013). O genoma
humano contém aproximadamente 25 milhdes de CpG e o genoma de camundongo 23
milhdes (Deaton e Bird 2011; Stevens et al. 2013). Metilacdo de DNA ¢ responsavel pela
regulacdo da expressdo, silenciamento de genes no cromossomo X inativado, imprinting e
elementos repetitivos, assim como ¢ essencial para o desenvolvimento embrionario (Baylin e
Herman 2000; Kohli e Zhang 2013; Tran et al. 2014). A avaliacdo da metilagdo ¢ realizada
em diferentes cendrios dentro do genoma: promotores, enhancer, gene body e CGI; bem como

a identificacdo de regides diferentemente metiladas (DMR) entre tecidos, amostras,
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tratamentos e até mesmo células, possibilita o melhor entendimento funcional na regulac¢do da
transcri¢do (Bock et al. 2010; Ziller et al. 2013; Baubec e Schiibeler 2014; Baubec e
Schiibeler 2014).

Em animais a variacdo dos niveis de metilacao e padrdes sdo muito amplos, C. elegans
e Drosophila melanogaster tem baixos niveis de metilagdo de DNA enquanto que anélises
computacionais da sequéncia do genoma humano estimam que aproximadamente 60% dos
genes humanos estdo associados a sitios CpG, sendo 60-80% metiladas nas células somaticas
e os padrdes de metilagdo sdo mantidos apds a mitose através de enzimas. A metilagdo de
DNA ¢ conservada na maioria dos grupos eucariontes, incluindo muitas plantas, animais e
fungos (Bird 2002; Feng et al. 2010). Em virtude de tal conservagdo, ¢ provavel que a relagao
gene - DNA metilado seja um produto muito antigo da evolugdo, que ocorreu antes da
divergéncia dos reinos, o que ¢ evidéncia de uma funcdo importante (Shenker e Flanagan

2012).

Promotores contendo dinucleotideos CpG metilados estdo associados com o
fechamento das configura¢des da cromatina, resultando em fatores transcricionais incapazes
de acessar o promotor, apesar da correlagdo inversa entre metilagdo e expressao ja ter sido
bem associada, ndo ¢ uma regra, a correlacdo entre transcricdo e metilacdo varia com o tipo de
célula, local e gene analisado (Dworkin, Huang, e Toland 2009; Laird 2010; Hu et al. 2013;
Schultz et al. 2015). Por algum tempo pensou-se que a metilagdo seria um evento transitorio
do metabolismo, entretanto hoje ja € possivel verificar que sitios de metilagdo sdo bem
estabelecidos ao longo do genoma durante toda a vida do organismo e herdado durante as
divisdes celulares. DNA metiltransferases (DNMT) representam um grupo importante de
classes de enzimas responsaveis pela promoc¢do da metilagdo. Existem 5 tipos nos mamiferos
(DNMT 1, 2, 3a, 3b e 3L), a manutencao da metilagdo do DNA durante a mitose ¢ exercida
pela DNMTI1 e metilagdo de novo ¢ realizada por DNMT3a e 3b (Veeck e Esteller 2010;
Cedar e Bergman 2012; Moore, Le, ¢ Fan 2013; Wu e Zhang 2014).

O padrao de metilagdo ¢ mantido em células somaticas, entretanto a demetilagdo tem
sido observada em estagios pré-implantacdo e desenvolvimento em linhagens germinativas,
isso ocorre para “limpar” origens parentais durante o desenvolvimento celular, evidéncias
sugerem que membros da familia TET (enzimas de translocacdo dez-onze) sejam
responsaveis pela demetilagdo. Proteinas TET sdo capazes de converter através de oxidagao

5SmC em 5 hidroximetilcitosina (ShmC), 5 formilcitosina (5fC) e 5 carboxicitosina (5caC). A
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proteina Timina DNA glicosilase (TDG) estd associada a etapa final de reparagdo de

citosinas, entretanto estes processos ainda nao sdo totalmente claros (Kohli e Zhang 2013; Wu
e Zhang 2014).

2.7.1. Métodos de estudo de metilagdo de DNA

Existem muitas ferramentas de analise de metilacio de DNA, o chamado metiloma se
torna cada vez mais importante na pesquisa em diversas areas. O estudo da epigenética com
diversos tipos de canceres se destaca como a maior area de interesse, diversos genes ja sdo
descritos por terem regides diferencialmente metiladas (DMR), sendo considerados
marcadores epigenéticos. Pesquisa com resisténcia quimioterdpica, prognostico e metastases
também demonstram perfis caracteristicos. A metilagdo de DNA e outros mecanismos
epigenéticos estdo envolvidos em praticamente todas as etapas fisioldgicas e patologicas,
incluindo doencas comportamentais como Autismo, doencas degenerativas como Alzheimer,
doencas hormonais como diabetes. A alteragao do meio ambiente, estimulos ¢ mudangas tem
impacto direto sobre os mecanismos epigenéticos, como por exemplo a poluicdo ambiental e
ciclo cicardiano. Pesquisas recentes demonstram inclusive a influéncia de altera¢des do utero
materno sobre o feto (Szyf 2012; Heyn e Esteller 2012; Gomes e Pelosi 2013; De Prins et al.
2013; Alvarado et al. 2014; Teh et al. 2014).

Na andlise da metilagdo o protocolo de conversdo de bissulfito é considerado o padrao
ouro, onde modificagdes quimicas ocorrem transformando citosinas e uracilas, que serdo no
final lidas como timinas, estas modificagdes se ddo através de sulfonacdo, deaminagao
hidrolitica e desulfonagdo alcalina. Todas as citocinas metiladas ndo sofrem este processo
permanecendo no final do sequenciamento como citosinas. A analise e alinhamento de
sequéncias de bissulfito se mostram complexas, devido a conversdo seguida de amplificagdo
resultar em quatro diferentes sequéncias, nenhuma delas paredvel com a sequéncia inicial,
entretanto novas ferramentas de bioinformatica tém evoluido e demonstrado bastante
eficiéncia (Fig. 4) (Patterson et al. 2011; Xi et al. 2012; Hong et al. 2013; Tran et al. 2014;
Assenov et al. 2014).
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methylated locus unmethylated locus

m
ATATéGQGTATT—3' ATATCGCGTATT-3'
TATAG(I:GCATAA-S’ TATAGCGCATAA-5’
» l Bisulfite conversion l
m
ATAT&G UGTATT-3' ATATUGUGTATT-3'
TATAG(IZGUATAA-S’ TATAGUGUATAA-5'
m
l Polymerase chain reaction l
ATATCGTGTATT-3' OT ATATTGTGTATT-3' OT
TATAGCACATAA-5' CTOT TATAACACATAA-5' CTOT
ATATCGCATATT-3' CTOB ATATCACATATT-3' CTOB
TATAGCGTATAA-5' OB TATAGTGTATAA-5' OB

ATATCGCGTATT-3’ reference

Figura 4- Conversao por bissulfito

Na conversao por bissulfito todas as citosinas ndo metiladas se transformam em uracilas que serdo
lidas como timinas. CpG vermelhos — sequéncia original; CpG azul — bases convertidas; Bases
sublinhadas significam a posi¢do original de citosina; OT — sequéncia original superior; OB —
sequéncia original inferior; CTOT - sequéncia complementar a OT; CTOB - sequéncia
complementar a OB (adaptado de https://www.broadinstitute.org/igv/interpreting_bisulfite_mode)

Devido ao alto custo do sequenciamento de amostras Meissener e colaboradores 2005
elaboraram a técnica RRBS, a qual permite a andlise de grande niumero de amostras e
reduzido custo. RRBS utiliza restricdo enzimatica através de Mspl (C*CGG) o que enriquece
o nimero de dinucleotideos CpG, sendo que todos fragmentos irdo conter dinucleotideos de
interesse, 0 que ndo acontece com técnicas de sequenciamento total com WGBS (Whole
genome bisulfite sequencing), permitindo menor cobertura, consequente menor numero de
reads (sequencias), menor custo e menor redundancia (Laird 2010; Boyle et al. 2012; T.
Wang et al. 2013). Comparativos entre diversas técnicas foram realizados e RRBS tem se

mostrado uma 6tima ferramenta, com boa cobertura, rapidez e baixo custo para o uso em

larga escala (Smith et al. 2009; T. Wang et al. 2013; Chatterjee et al. 2012; Bock et al. 2010).
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2.7.2. Epiegenética e parasitas

Diversos parasitas sdo capazes de modificar fendtipos de seus hospedeiros, no intuito
de alterar respostas para poderem sobreviver, muitas destas alteracdes sdo herdaveis e em
conjunto permitiram que os dois organismos sobrevivessem durante a evolugdo. Tais
alteracdes fenotipicas ndo sdo primariamente via alteracdo de bases génicas, mecanismos
epigenéticos oferecem ferramentas rdpidas, faceis e acessiveis a parasitas podendo ser
inclusive reversiveis, entretanto o nimero de publicagdes ainda € pequeno (Fig. 5). Diversos
autores ja descrevem a capacidade de parasitas “sequestrar” vias metabdlicas do organismo
hospedeiros, tais alteracdes a longo prazo podem inclusive levar a consequéncias
extremamente danosas como diferenciagdo, transformacgdo e oncogénese de células (Goémez-
Diaz et al. 2012; Lambertz et al. 2012; Shio et al. 2011; de Monerri e Kim 2014; Weitzman ¢
Weitzman 2014), entretanto a forma com que parasitas “atuam” sobre o genoma ainda ndo ¢

totalmente esclarecida.

=&—LEpigenetics

=@=Epigenetics + parasites

Number of papers published

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Publication year
Figura 5 — Numero de publicacdes relacionada a epigenética e epigenética e parasitas.
Publicagbes com epigenética cresceram muito a partir de 2005 devido as novas tecnologias de
sequenciamento, entretanto a pesquisa relacionada a parasitas-hospedeiro ainda é pequena (Diaz et al,
2012).
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No trabalho de Al-Quraishy et al 2013, foram verificados alteragdes nos niveis
metilacdo em camundongos infectados com Plasmodium chabaudi através de microarray,
onde mais de 100 promotores apresentavam aumento ou reducdo dos niveis de metilagdo
quando comparado a animais ndo infectados, sendo algumas destas altera¢cdes em importantes
receptores como TLRs. Alteracdo na via de sinalizagdo de STATI in vitro foi observada em
infeccdes por Toxoplasma gondii, o que levou ao bloqueio de genes pro-inflamatorios
expressos pela via IFNy, sendo que o parasita atua diretamente sobre a fosforilacdo e
translocacdo de STATI, ou seja alterando um fator de transcri¢do, o processo exato como isso
ocorre ndo ¢ claro (Schneider et al. 2013). O virus da influenza H3N2 que possui uma
proteina descrita NS1 (proteina 1 ndo estrutural), a qual mimetiza sequéncias de aminoécidos
da cauda de histonas, o que suprime atividades génicas pré-inflamatorias e antivirais (Marazzi

et al. 2012)

Um estudo com transcritptoma de biopsias de pele de humanos infectados com L.
amazonenses verificou mais 2000 genes diferencialmente expressos quando comparados ao
tecido saudavel (Novais et al. 2014), o que fica claro que ocorrem mudangas na expressao.
Tais alteracdes podem ser devido a resposta imune do hospedeiro, entretanto Leimaire et al
2013, demonstraram que o perfil de microRNAs ¢ alterado rapidamente ap6s a infeccdo L.
major. Muitos dos microRNAs com perfis alterados participam de vias essenciais como a de
receptores como TLRs e via de sinalizagio MyD88 e NF-kB. MicroRNAs ja sdo bem
estabelecidos como mecanismos epigenéticos, capazes de alterar a expressdo génica atuando

sobre mRNAs.

Os diversos estudos correlacionando infec¢do de Leishmania spp in vitro se mostram
heterogéneos, a utilizagdo de células distintas variando entre macrdfagos derivados de
mondcitos, macrofagos peritoneais até mesmo linhagens celulares como THP-1 podem ter
impacto sobre os resultados encontrados, principalmente nos padrdes epigenéticos (Abu-
Dayyeh et al. 2008; Xin, Li, e Soong 2008; Jaramillo et al. 2011; J Ghosh et al. 2011; Marr et
al. 2014). Se ja ¢ descrito as mudancas de fenotipos entre dois tipos de macrofagos (M1-M2)
e alteracdes de histonas (Ishii et al. 2009; Juhas et al. 2015), outras alteragdes provavelmente
sdo encontradas entre distintos grupos celulares. A metilagdo de DNA esta diretamente
associada com as alteragdes de ambiente e o estimulo de células provavelmente altera padroes

epigenéticos que podem estar envolvidos em etapas esséncias da resposta imune.
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3. HIPOTESE

O parasita protozodrio Leishmania spp. ¢ capaz de subverter etapas essenciais da
resposta imune inata do hospedeiro, provavelmente devido modificagdes do padriao de
metilacdo de DNA. Ensaios in vitro com diferentes tipos celulares e estimulos alteram o
estado da metilagdo de DNA, levando a resultados equivocados interferindo na real

interpretagdo da patogénese.
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4. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose ¢ uma zoonose de carater emergencial e endémica no Brasil, o que
acarreta morbidade e mortalidade a populagdo. J4 ¢ bem descrito que o parasita possui a
capacidade de modular a resposta do hospedeiro, atuando sobre diversas etapas de sinalizagdo
celular e do sistema imune inato, o que leva a distintos fendtipos como a producgao de enzimas
e citocinas de extrema importdncia no combate ao patdgeno, entretanto ndo se sabe
exatamente qual o mecanismo envolvido. O estudo da interagdo parasita-hospedeiro
possibilita a compreensdo da patogénese molecular e dos mecanismos envolvidos nesta
interagdo, ensaios in vitro sdo essenciais, sendo o principal meio de estudo da patogénese da

Leishmaniose ¢ diversas outras doengas.

Os macrofagos possuem divergéncias na origem, fendtipo e fungdo, além de muitos
vieses entre seus padrdes de sinalizagcdo, configurar padrdes em diferentes linhagens de
animais, espécies de parasitas e estimulos celulares levariam a possibilidade de padroniza¢ao
no estudo in vitro, visando a melhor metodologia para se assemelhar ao in vivo. Alteragdes
nos padrdes de metilacio de DNA podem ocorrer em reagdo a diversas mudancas de
ambientes e estimulos, correlacionar as alteragdes epigenéticas bésicas nos ensaios in vitro
facilitaria a escolha do tipo celular e esclareceria o processo de manipulagdo da expressao de
genes do hospedeiro. Esta estratégia poderia levar a novos focos sobre a capacidade
adaptativa do parasita no sistema imune, sendo o que permite a perpetuagdo da doenga. O
esclarecimento deste processo também poderia levar a descoberta de novos alvos terapéuticos
ja que a metilagdo de DNA ¢ um processo reversivel e ha descrigdes de drogas que atuam

sobre esta modificacao.
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5. OBJETIVO

5.1. Geral

Investigar o perfil de sitios metilagdo de DNA em macrdéfagos de camundongos
resistente e susceptiveis, estimulados e nao estimulados com tioglicolato de sodio, infectados

e controle com espécies de Leishmania spp. que levam a doenga cutanea e visceral.

5.2. Especifico

Triagem por RRBS de sitios de metilacdo de DNA em macrofagos:

- Infectados (L. amazonenses e L.infantum) e controle;
- Estimulado por Tioglicolato de s6dio e sem estimulo recuperados por lavagem;

- Oriundos de camundongos susceptiveis e resistentes;
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Animais e células

Foram utilizados camundongos das linhagens BALB/c e C3H/He obtidos do CECAL-
FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ LW38/13) foram eutanasiados em camara com 90% de CO2 e
submetidos a lavado peritoneal e massageados com PBS pH 7.0 (NaCl 137mM; KCl 2,7mM,;
KH,PO, 0,88 mM; Na,HPO4 6,4mM; H,O q.s.p 1L). O lavado peritoneal era recuperado por
aspiracdo e centrifugado a 1.500rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em meio RPMI - 1640 (Sigma-Aldrich, USA), os macrofagos
obtidos foram quantificados em cdmera de Neubauer em microscopio de luz com o corante
vital azul de trypan 0,4% (Sigma- Aldrich, USA), foram plaqueados em placas de 24 pogos
em uma concentragdo de 2X 10° células por pogo e mantidos por 12h a 34 °C em estufa com
atmosfera umida e 5% de CO,. Apods esse tempo o meio foi retirado e as culturas lavadas com
PBS pH 7.0 (o procedimento foi realizado duas vezes). A seguir 1lml de meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab-BR), 200mM de L-glutamina,
100U/mL de penicilina e 10png/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, USA) foi adicionado a
cada pogo e as placas mantidas a 34 °C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO,. Para a
elicitacdo com Tioglicolato (estimulo), camundongos das linhagens BALB/c e C3H/He
obtidos do CECAL-FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ LW38/13) receberam inje¢ao de 2,5 ml de
Tioglicolato de sddio 5% e apds cinco dias foram eutanasiados, o0 mesmo procedimento de
recuperacdo, contagem e incubacao utilizado nas células recuperadas por lavagem foi usado

para as células elicitadas.

6.2. Ensaios - Infeccdo das células e taxa de infeccao

Para a infeccdo dos macrofagos, culturas axénicas de promastigotas de Leishmania
amazonensis € Leishmania infantum em fase estaciondria foram centrifugadas a 4000rpm e
ressuspendidas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, USA). Posteriormente, foram contadas

em camara de Neubauer na propor¢do de 5 parasitas por células. As promastigotas foram
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deixadas em contato com as células por 12h a 34°C em atmosfera imida com 5% de CO,, em
seguida o sobrenadante foi retirado e desprezado e as culturas lavadas com PBS pH 7.0 para
retirada de parasitos ndo aderidos e acrescentado 1ml de meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Cultilab, BR), 200mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina e
10ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, USA). As culturas foram mantidas por mais 60

horas (total 72 horas) em 34°C em atmosfera umida com 5% de CO..

Para realizar uma triagem sob diferentes perspectivas voltadas as alteracdes
epigenéticas in vitro entre infecc¢do, estimulo e linhagem de animais foram realizados dez
ensaios com triplicatas, totalizando 30 amostras, as comparagdes entre estes ensaios foram
definidas conforme o objetivo. Para o célculo da taxa de infec¢do, os mesmos procedimentos
foram realizados em pogos com laminulas redondas que, ao final de 72h, eram recolhidas,
lavadas com PBS pH 7.0 (duas vezes) e fixadas com 2 gotas de BOUIN (solucdo aquosa
saturada de acido picrico ~ 1,5 g%, formaldeido 37-40% e 4cido acético glacial C,H40;) por
5 min. A seguir as laminulas foram lavadas com alcool a 70% até ser removido todo o fixador
e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, USA). Para estipular a propor¢do de células
infectadas o numero de amastigotas interiorizadas em 200 células aleatérias de cada laminula

foi quantificado, em microscopio de luz.

6.3. Extragao de DNA

Para a extragdo de DNA as culturas foram centrifugadas a 4000g por 5 minutos e

lavadas com PBS pH 7.0. Foi utilizado o protocolo manual de Fenol-Cloroférmio (Anexo A):

6.4. Quantificagcdo e Pureza de DNA

As amostras de DNA foram quantificadas por fluorometria em equipamento Qubit

(Qiagen, DE) por meio de Kit comercial DNA HS (Qiagen, DE) e a pureza verificada por
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espectrofotometria em equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) seguindo

protocolo dos fabricantes.

6.5. Preparacgdo de bibliotecas para RRBS

O protocolo utilizado foi baseado no descrito por Boyle et al 2012. O DNA gendmico
(50 a 100ng) de uma amostra de cada ensaio (10 amostras) foi digerido por enzima Mspl
(50U) over night a 37 °C, apoOs foi realizado o reparo das extremidades de DNA e
poliadeniza¢do das extremidades (A-tailing) com Klenow exo (5U - NEB, UK), dATP
(10mM) e dCTP/dGTP (ImM- Invitrogen, USA) em termociclador (30 °C -20’; 37°C - 20’;
75°C- 20”). Para a ligagdo com os adaptadores foram usados TruSeq Adapter 1:10 (Illumina,
USA), ATP (10mM - NEB, UK), T4 ligase (2.000U - NEB, UK) e tampao (Cutsmart 10x —
NEB, UK), a reagdo foi feita em termociclador por 16 horas a 16 °C e desativa¢do da enzima
65 °C por 20°. A purifica¢do e sele¢do do tamanho de fragmento foi realizada com AMPure
XP beads (Beckman Coulter, DE) seguindo o protocolo do fabricante ja descrito, apos foi
realizado a conversdo por bissulfito por Kit comercial ZYMO EZ DNA Methylation Gold
(Zymo, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Por ultimo foi realizada a amplifica¢do da

biblioteca em termociclador (Anexo B).

As amostras eram novamente purificadas por AMPure XP beads (Beckman Coulter,

DE), conforme o protocolo ja descrito.

6.6. Quantificacdo e qualidade de bibliotecas e Sequenciamento

Para a quantificacdo inicial da biblioteca foi utilizado fluorometria em equipamento
Qubit (Qiagen, DE) por meio de Kit comercial DNA HS (Qiagen, DE), em seguida andlise
por eletroforese microdiluida em equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, USA) era realizada para verificar a qualidade e concentragdo final das

bibliotecas, bem como PCR em tempo real. As amostras foram sequenciadas no equipamento
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HiSeq 2500 Sequencing System (Illumina, USA) em pool, em dois canais na célula de fluxo

(flow cell) na Universidade do Sarre (Alemanha).

6.7. Analise de RRBS — Bioinformatica

Os dados gerados pelo de sequenciamento single-end de bibliotecas na concentracao
de 4-10pmol utilizando o equipamento HiSeq 2500, foram analisados no centro de
bioinformatica de genética da Universidade do Sarre (Alemanha). A andlise das sequencias

(reads) obtidas pelo equipamento eram realizadas seguindo o fluxo de trabalho a seguir:

cusinds soquingas  Morestodeaiapaderss  amento

= =»

FastQC Cut Adapter, GSNAP
sl aE
Rnbeads Bis-SNP

FastQC - http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

Cut Adapter - http://cutadapt.readthedocs.org/en/stable/index.html

GSNAP - http://research-pub.gene.com/gmap/

Bis- SNP - http://people.csail.mit.edu/dnaase/bissnp2011/

Rnbeads - http://rmbeads.mpi-inf. mpg.de/index.php

A ferramenta Rnbeads ¢ capaz de avaliar 5 diferentes regides dentro do genoma:
RRBS (analise baseada in silico de 1kb, usada como certificado), tiling (janelas de 5kb),

promotores, genes € CpGl.
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7. RESULTADOS

7.1. Ensaios

O nimero dos ensaios finais, total 10 com suas triplicatas ¢ descrito na tabela 1, cada
cor significa um ensaio realizado em animais resistentes (C3H/He) e susceptiveis (Balb/c). A
média da taxa de infeccdo ficou entre 75% nas triplicatas de Balb/c e 70% para C3H/He. As
comparagdes entre estes ensaios foram definidas conforme o objetivo e sdo demonstradas no
desenho experimental (figura 6), relacionando os ensaios e comparagdes. A amostra 26 foi

perdida durante o envio.

Tabela 1 — Lista completa de ensaios e triplicatas

N° Ensaios
1 DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — BALB/c — Sem infec¢ao
2 DNA Macrofagos — c/Tioglicolato — BALB/c - L. amazonensis
3 DNA Macroéfagos — BALB/c — Sem infec¢ao
4 DNA Macrofagos — BALB/c — L. infantum
5 DNA Macroéfagos — BALB/c — Sem infec¢ao
6 DNA Macrofagos — c/Tioglicolato — BALB/c - L. amazonensis
7 DNA Macrofagos — c/Tioglicolato - BALB/c - L. amazonensis
8 DNA Macrofagos — BALB/c — L. amazonensis
9 DNA Macrofagos — BALB/c — L. infantum
10 DNA Macrofagos — BALB/c — L. amazonensis
11 DNA Macroéfagos — BALB/c — Sem infec¢ao
12 DNA Macrofagos — BALB/c — L. amazonensis
13 DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — BALB/c — Sem infec¢ao
14 DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — BALB/c — Sem infec¢ao
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15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

DNA Macrofagos — BALB/c — L. infantum

DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — C3H/He — Sem infec¢ao
DNA Macroéfagos C/Tioglicolato— C3H/He — L. amazonensis
DNA Macrofagos — C3H/He L. infantum

DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — C3H/He — Sem infec¢ado
DNA Macrofagos — C3H/He L. infantum

DNA Macroéfagos c/Tioglicolato — C3H/He — Sem infecgao
DNA Macroéfagos C/Tioglicolato— C3H/He — L. amazonensis
DNA Macroéfagos — C3H/He L. infantum

DNA Macroéfagos C/Tioglicolato— C3H/He — L. amazonensis
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Balb/c

O

Coleta por lavagem de
peritbnio

C3H/He

Coleta por lavagem de
peritdnio

Balb/c

‘ g ‘

Coleta por lavagem de
peritdnio

C3H/He

Coleta por lavagem de
peritdnio

Balb/c

Coleta por estimulo por
tioglicolato

C3H/He

L.
amazonensi,

Coleta por estimulo por
tioglicolato

Figura 6 — Desenho experimental.

Cada quadrante representa a comparagdo entre dois ensaios (controle e infec¢do), sdo seis comparagdes
para a triagem de metilagdo de DNA em infecgdo. As setas vermelhas representam as comparagdes entre
linhagem — resistentes (C3H) e susceptiveis (Balb/c); e as setas pretas representam as comparagdes entre
estimulo — elicitados com Tioglicolato ou apenas lavagem. A seta verde representa a comparagao entre as

4 comparagdes com L. amazonenses.
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7.2. Quantificagdo e Pureza do DNA

A tabela 2 apresenta a quantificagdo das amostras por fluorometria, enquanto que o

quadro 1 apresenta a concentra¢do e a pureza segundo espectrofotometria. No quadro 1 na

absorbancia de 260/270 o ideal esperado ¢ acima de 2, demonstrando ndo ter resquicios de

fenol.

Tabela 2 - Quantificacdo da concentragdo inicial de DNA por fluorometria — Qubit (Qiagen

DE):
Amostra Concentracido ng/pl Amostra  Concentragio ng/pl

1 533 16 41,4
2 66,7 17 53,2
3 19,4 18 1,63
4 36,4 19 25,4
5 18,6 20 0,428
6 58,7 21 28,3
7 63,4 22 80,3
8 37 23 1,34
9 19 24 1,82

10 41,2 25 66,8

11 12,2 27 1,32

12 33,6 28 0,562

13 25,2 29 1,82

14 32,8 30 1,7

15 11,7
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Quadro 1 - Quantificagdo e pureza do DNA inicial por espectrofotometria — NanoDrop
(Thermo Scientific, USA):

# Sample ID User name
1011 AK Walter
2 2 AK Walter
33 AK Walter
4 4 AK Walter
55 AK Walter
6 6 AK Walter
7 (7 AK Walter
8 8 AK Walter
9 9 AK Walter
10 10 AK Walter
1111 AK Walter
12]12 AK Walter
1313 AK Walter
14 14 AK Walter
1515 AK Walter
16 16 AK Walter
17(17 AK Walter
18 18 AK Walter
1919 AK Walter
20 20 AK Walter
2121 AK Walter
22 22 AK Walter
23 23 AK Walter
24 24 AK Walter
25 25 AK Walter
26 27 AK Walter
27 28 AK Walter
28 29 AK Walter
29 30 AK Walter

Date and Time
01.09.2015 14:23:50 98,4
01.09.2015 14:24:35 191,1
01.09.2015 14:25:10 38,0
01.09.2015 14:25:55 64,3
01.09.2015 14:26:35 29,7
01.09.2015 14:27:29 161,0
01.09.2015 14:28:16 198,1
01.09.2015 14:28:47 85,3
01.09.2015 14:29:31 31,0
01.09.2015 14:30:06 100,7
01.09.2015 14:30:35 17,4
01.09.2015 14:31:20 74,6
01.09.2015 14:31:51 97,3
01.09.2015 14:32:23 92,9
01.09.2015 14:32:51 19,5
01.09.2015 14:33:25 168,0
01.09.2015 14:33:59 155,2
01.09.2015 14:34:28 6,0
01.09.2015 14:35:18 160,2
01.09.2015 14:35:49 3,1
01.09.2015 14:36:46 137,8
01.09.2015 14:37:23 201,6
01.09.2015 14:37:52 6,7
01.09.2015 14:38:32 6,2
01.09.2015 14:39:04 216,2
01.09.2015 14:39:34 7,9
01.09.2015 14:40:08 2,8
01.09.2015 14:40:46 2,8
01.09.2015 14:41:19 8,7

ng/upl 1,968 1,017 1,93
ng/ul 3,823 1,905 2,01
ng/pl 0,759 0,397 1,91
ng/ul 1,287 0,666 1,93
ng/ul 0,595 0,306 1,95
ng/ul 3,220 1,604 2,01
ng/ul 3,963 1,961 2,02
ng/ul 1,706 0,844 2,02
ng/ul 0,621 0,330 1,88
ng/ul 2,014 1,007 2,00
ng/ul 0,348 0,200 1,74
ng/pl 1,492 0,755 1,98
ng/ul 1,945 0,972 2,00
ng/ul 1,857 0,933 1,99
ng/ul 0,391 0,218 1,79
ng/ul 3,361 1,662 2,02
ng/ul 3,104 1,551 2,00
ng/ul 0,119 0,062 1,91
ng/ul 3,204 1,556 2,06
ng/ul 0,063 0,050 1,25
ng/pl 2,755 1,361 2,02
ng/ul 4,031 2,018 2,00
ng/ul 0,135 0,090 1,50
ng/ul 0,125 0,081 1,54
ng/ul 4,323 2,151 2,01
ng/ul 0,158 0,092 1,73
ng/ul 0,055 0,023 2,36
ng/ul 0,055 0,032 1,74
ng/ul 0,175 0,085 2,05

2,14
2,22
2,14
i
2,23
2,20
2,22
2,27
2,11
2,24
2,10
P
2,19
2,22
2,12
2,19
2,20
2,35
2,21
1,56
2,15
2,19
2,26
2,11
2,19
2,75
1,65
2,30
2,42

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00

Devido a baixa concentracdo das amostras 18, 20 23,24, 27, 28, 29, 30 foi realizada

novamente o procedimento de purificagdo do DNA por AMPure XP beads com o volume

inicial de 30ul de DNA.

Tabela 3 - Quantifica¢do das amostras de DNA purificado pela segunda vez por fluorometria

— Qubit (Qiagen, DE):

Amostra Concentracio ng/pl Amostra Concentragio ng/pl
18 6,8 27 3,25
20 1,27 28 1,31
23 3,38 29 4,25
24 4,83 30 4,93
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# Sample ID User name

ONOUVTHA WN -

Quadro 2 - Quantificagio e pureza do DNA purificado pela segunda vez por
espectrofotometria — NanoDrop (Thermo Scientific, USA):

Date and Time

Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
ng/ul 0,140 0,076 1,84
ng/ul 0,397 0,189 2,10
ng/ul 0,272 0,126 2,16
ng/ul 0,287 0,136 2,11
ng/ul 0,157 0,086 1,82
ng/ul 0,117 0,058 2,02
ng/ul 0,175 0,085 2,06

20 AK Walter 02.09.2015 18:45:22 7,0
18 AK Walter 02.09.2015 18:45:57 19,9
23 AK Walter 02.09.2015 18:46:31 13,6
24 AK Walter 02.09.2015 18:47:03 14,4
27 AK Walter 02.09.2015 18:47:32 7,8
28 AK Walter 02.09.2015 18:48:01 5,9
29 AK Walter 02.09.2015 18:48:29 8,8
30 AK Walter 02.09.2015 18:49:03 29,4

7.3. Quantificag¢ao e Qualidade de Bibliotecas

ng/pl 0,588 0,282 2,08

1,71
2,15
2,70
2,25
1,92
1,68
2,02
2,21

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00

O resumo da descricdo das bibliotecas com o a descricdo da amostra, numero da

amostra, a concentracdo final através de fluorometria, adaptadores utilizados, infecc¢do,

linhagem e estimulo sdo apresentados na Tabela 4, sendo o total de 10 bibliotecas, um

representante de cada ensaio. A figura 7 apresenta os graficos das 10 bibliotecas obtidos em

equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) para se certificar da concentragdo e o

tamanhos dos fragmentos amplificados. A maior concentracdo de fragmentos se encontra

entre aproximadamente 150 e 400bp, como ja esperado devido a atividade da enzima Mspl

levar a fragmentos de 40 a 220pb.

Tabela 4 - Quantificagdo de bibliotecas por fluorometria — Qubit (Qiagen, DE), identifica¢ao,
nimero do ensaio, concentracio, numero do adaptador, infecc¢do, linhagem e estimulo usado:

.~ Concentraca ~ , .
Descricao N. o (ng/ml) Adaptador Infeccdo Estimulo Linhagem
Balb/c - TIO - L. 7A 2.6 #15 Sim sim Balb
amazonesis
Balb /c- TIO - s/infec 1A 0.9 #6 Niao sim Balb
Balb/c — L. amazonensis 8A 1.4 #16 Sim nao Balb
Balb/c - s/infec¢ao 3A 0.8 #2 Nao nao Balb
Balb/c — L. infantum 4A 1.0 #5 Sim nao Balb
C3H/He - TIO - 25A 1.5 #16 Sim sim C3H
L.amazonensis
C3H/He - TIO - s/infec 16A 1.0 #12 Niao sim C3H
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C3H/He — L.amazonensis 30B 0.46 #19 Sim nao C3H
C3H/He - s/infeccao 27B 1.0 #13 Nao nao C3H
C3H/He L. infantum 23B 0.84 #2 Sim nao C3H
A — biblioteca realizada a partir de 100 ng; B — Biblioteca realizada a partir de 50ng.
7A 25B
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3A 27 B

[FU] [FU]_j
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Figura 7 - Qualidade de biblioteca por eletroforese microdiluida Bioanalyzer (Agilent Technologies,
USA).

Os graficos gerados dos 10 ensaios - 7A, 25A, 1A, 16A, 8A, 30B, 3A, 27B, 4A ¢ 23B demonstram que os
fragmentos se encontram dentro do tamanho de 150 a 400bp, os marcadores podem ser visualizados com
pico em 35bp e 10380bp.

7.4. Andlise das sequencias

7.4.1. Qualidade de sequencias

O software FastQC foi utilizado para a primeira andlise das sequéncias brutas, este
programas analisa diversos parametros, sendo que para a continuacdo da analise por RRBS os

dois primeiros pardmetros (estatistica descritiva e qualidade de bases) sdo de extrema
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importancia, casos estes estejam dentro do esperado, os outros pardmetros podem ser filtrados

para adequar a qualidade das amostras.

7.4.2. Estatistica descritiva

Nesta analise inicial s3o quantificados os nimeros de sequéncias (reads) e os erros. O
nuamero total de sequéncias dos 10 ensaios se encontra na tabela 5. Nenhum erro ou

sequencias degradas foram relatados.

Tabela 5 -Numero de sequéncias brutas (reads) apds sequenciamento em Hiseq 2500.

Amostra N. Sequenciamento I Sequenciamento 11 Total

Balb - TIO - Ama TA 33746157 33540474 67286631
Balb - TIO - s/infec 1A 28678961 28046537 56725498
Balb - Ama 8A 22485216 22330438 44815654
Balb - s/infec 3A 23215222 22227608 45442830
Balb - Infantum 4A 41570137 70836294 112406431
C3H-TIO - Ama 25A 22997970 26598098 49596068
C3H - TIO - s/infec  16A 27352087 22238298 49590385
C3H - Ama 30B 33834260 32348523 66182783
C3H - s/infec 27B 42725388 34516331 77241719
C3H infantum 23B 39583588 25023349 64606937

O numero de sequéncias esta separado em dois grupos (I e II) devido a quantidade de sequéncias na primeira célula ndo atingir o valor

necessario para as analises (40 — 50 milhoes de reads).
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7.4.3. Qualidade de bases na sequencia

A qualidade das sequéncias brutas (sem filtro) sdo demonstradas no anexo C. Esta
andlise tem como resultado um grafico box plots que demonstra a qualidade das bases ao
longo da sequéncia. No eixo y pode ser visto o score de qualidade baseado em Phread (Ewing
e Green 1998), onde o ideal ¢ que as amostras estejam dentro do quadrante verde, o score de
30 representa 1 erro em 1000 e o score de 40 representa 1 erro em 10000, e no eixo x as bases

dentro da sequéncia. E normal que a qualidade das bases caia conforme o final da sequéncia.

7.5. Cobertura (coverage)

Apoés as sequéncias serem filtradas para remoc¢do dos adaptadores, alinhadas e
descartados os SNP (single nucleotide polymorphism), as amostras foram submetidas ao
controle de qualidade de cobertura. O nivel de cobertura ¢ o numero médio de sequéncias
alinhadas em um determinado seguimento, o que permite um grau de confianca para a base
referida (http://www.illumina.com/science/education/sequencing-coverage.html). A tabela 6
apresenta os dados obtidos da andlise de cobertura incluindo: média da cobertura dos sitios
CpG, numero total de sitios CpG e mediana da cobertura dos sitios CpG. A figura 8
representa a visualizacdo através de IGV (Integrative genomics viewer) (Thorvaldsdottir,
Robinson, e Mesirov 2013) da cobertura total do genoma das dez amostras analisadas e seus
sitios, 0 que se espera para uma possivel comparacdo € que as amostras tenham a média da
cobertura semelhando para que possa ser realizada as comparagdes, algumas amostras
apresentaram cobertura excelente descrita como cobertura profunda “deph” (50x), contudo o

numero de cobertura utilizado para as analises foi estipulado em 5X o minimo.

Tabela 6 — Cobertura das amostras

Amostra Total sites Média (cobertura) Mediana (cobertura)

8A_Balb_Ama 1802128 4,266189194 2
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Figura 8- Visualizacio geral dos sitios de metilacio de DNA e cobertura

Os picos cinzas representam a média de cobertura nas diferentes amostras, as cores laranja representam macrofagos de Balb/c estimulados por Tioglicolato (1A controle, 7A L.
amazonensis); as cores rosa representam macroéfagos de C3H/he com estimulo por Tioglicolato (16A controle, 25A L. amazonensis); as cores verde representam macrofagos de Balb/c
(8A L. amazonensis , 3A controle, 4A L. infamtum); as cores roxa representam macrofagos de C3H/he (30B L. amazonensis, 27B controle, 23B L. infantum). Os nimeros no topo se
referem aos cromossomos, abaixo o gene de referéncia (azul) e a esquerda a identificacdo das amostras.
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7.6. Analise por Rnbeads

Rnbeads ¢ um pacote baseado em R para a anélise de metilagdo de DNA, possuindo
uma vasta gama de ferramenta apara analise de RRBS, WGBS e 450 array. A tabela com a

tabulacdo da anotag¢do para imput em Rnbeads, para as comparagdes entre as amostras se

encontra no anexo I.

7.6.1 Remogao de sitios

Para a melhor qualidade das analises um total de 11461324 sitios com cobertura
abaixo de 5x e 229919 sitios do cromossomo X (o cromossomo X inativado apresenta alta
concentragdo de metilagdo de DNA, o que poderia influenciar na anélise) foram removidos, a

figura 9 representa a distribui¢do f da metilagdo de DNA dos valores retirados e preservados.

7.6.2 - Andlises exploratorias - Regides de anotagdo

> Values

? Removed
[

0 Retained

( B\

Figura 9 - Distribuicdo f dos sitios de removidos e mantidos

Os sitios removidos com baixa cobertura ou pertencentes ao cromossoma X. Valores removidos se

encontram em laranja e os mantidos em turquesa
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O numero total de anotagdes destas regides dentre todas as amostras se encontra na

tabela 7, a tabela 8 demonstra o nimero das regides nas amostras individuais.

Tabela 7 — Numero total de anotac¢des nas regides avaliadas

Regiao Total
RRBS 207981
Tiling 467975
Genes 29289
Promoters 32984
CpGI 15328

Tabela 8 — Numero de anotagdes das regides por amostra

Amostra RRBS Tiling Genes Promotores CpGI

8A Balb Ama 80519 84838 18315 15377 12455
3A Balb s infec 131373 128684 20546 18401 14240
4A Balb Infantum 146179 155576 21252 19165 14317
30B_C3H Ama 151686 184685 21773 19875 14269
27B C3H_s infec 170478 222849 22707 21468 14567
23B C3H_infantum 143572 158238 21268 19212 14287
7A Balb TIO Ama 116130 114080 20044 17711 14066
1A Balb _TIO s infec 134511 130011 20594 18472 14266
25A C3H TIO Ama 119608 119023 20181 17878 14017
16A C3H TIO s infec 134889 130699 20588 18484 14263
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7.6.3. Redugao dimensional

A andlise de componentes principais (PCA) ¢ um método de redugdo dimensional que

permite a comparagdo entre um conjunto de dados onde ¢ possivel estabelecer modelos

preditivos de padrao/aproximagdo entre variaveis (Wold et al. 1990). A figura 10 apresenta a

distribuicao de sitios de metilacdo de DNA através de PCA dentre todos os ensaios .
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Figura 10 — Analise de componentes principais em sitios de metilagio de DNA

a

a

a

strain

balb
balbTio
c3h
c3hTio

Scatter plot das amostras com suas descri¢des, as cores se referem a as linhagem /estimulos. Laranja representa
macrofagos de Balb/c estimulados por Tioglicolato (1A controle, 7A L. amazonensis); Rosa representa macroéfagos
de C3H/he com estimulo por Tioglicolato (16A controle, 25A L. amazonensis); Verde representam macréfagos de
Balb/c (8A L. amazonensis , 3A controle, 4A L. infamtum); Roxa representam macréfagos de C3H/he (30B L.

amazonensis, 27B controle, 23B L. infantum)
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E possivel visualizar que no status - infec¢do e controle, ndo ha grande distancia entre
os ensaios, contudo entre as linhagens animais (representada por cores) e principalmente entre
células com e sem estimulo por Tioglicolato para a recuperacdo das mesmas ha grande
distancia. Ensaios realizados com células ndo estimuladas por Tioglicolato de sdédio nas
linhagens Balb/c e C3H/He se apresentam proximos, entretanto se apresentam em dire¢dao
oposta das mesmas linhagens com estimulo. Verifica-se que amostra 8A se encontra outlier,

provavelmente devido ao fato desta amostra apresentar a menor cobertura dentre as demais.

O padrio de distanciamento através de PCA se repete nas andlises das regides

anotadas de RRBS, filing, promotores e Ilhas, como ¢ demonstrado na figura 11.
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Figura 11 — Analise de componentes principais nas regioes anotadas

A — PCA da regido RRBS; B — PCA da regido de tiling; C — PCA da regido de promotores; D — PCA da regido
de CpGI. Laranja representa macrdéfagos de Balb/c estimulados por Tioglicolato (1A controle, 7A L.
amazonensis); Rosa representa macrofagos de C3H/he com estimulo por Tioglicolato (16A controle, 25A L.
amazonensis); Verde representam macrofagos de Balb/c (8A L. amazonensis , 3A controle, 4A L. infamtum);
Roxa representam macrofagos de C3H/he (30B L. amazonensis, 27B controle, 23B L. infantum)

Somente na andlise de componentes principais em genes ¢ que a distribuicdo da

metilagdo de DNA se torna mais sobreposta, como demonstrado na figura 12.
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Figura 12 — Analise de componentes principais da regiao de genes.

Scatter plot das amostras com suas descrigoes, as cores se referem a as linhagem /estimulos. Laranja
representa macrofagos de Balb/c estimulados por Tioglicolato (1A controle, 7A L. amazonensis); Rosa
representa macrofagos de C3H/he com estimulo por Tioglicolato (16A controle, 25A L. amazonensis);
Verde representam macrofagos de Balb/c (8A L. amazonensis , 3A controle, 4A L. infamtum); Roxa
representam macrofagos de C3H/he (30B L. amazonensis, 27B controle, 23B L. infantum)

7.6.4. Distribui¢cdo de metilagdo

As andlises exploratorias na distribuicdo de metilagdo incluem distribuicao f, perfil de
metilagdo regional, correlacdo e agrupamento. Para o melhor entendimento as anélises serdo
apresentadas em relacdo ao desenho experimental — comparagdes primarias (infec¢do x
controle), comparagdes secunddarias - linhagem (Balb x C3H) e comparacdes secundarias —

estimulo (Tioglicolato x lavagem).
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7.6.4. Comparagdes primarias - Infec¢do x controle

A fim de verificar a distribuicdo da frequéncia de metilagdo de DNA a nivel de sitios e
regides anotadas, a analise baseada na distribuicdo [ (beta) foi realizada. A figura 13
apresenta a distribuicdo  de sitios de metilagdo de DNA nas comparagdes primdrias entre

infeccdo e controle.
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Figura 13 — Distribuicio B dos sitios de metilacio de DNA em status

A- Distribui¢o [ da comparagio 1 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb); B - Distribui¢ao
da comparagdo 2 (Leishmania infantum x controle — Linhagem Balb); C - Distribui¢do 3 da comparagio 3
(Leishmania amazonensis x controle — Linhagem C3H); D - Distribui¢do 3 da comparagdo 4 (Leishmania
infantum x controle — Linhagem C3H); E - Distribuicdo 3 da comparacdo 5 (Leishmania amazonensis x
controle — Linhagem Balb + Tioglicolato); F- Distribui¢do § da compara¢do 6 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem C3H + Tioglicolato); Laranja — doen¢a; Verde — controle.

A apresentacdo da distribuicdo da metilacio de DNA em sitios ocorre de forma
bimodal, devido a metilagio de DNA se encontrar de uma maneira geral hipometilada ou

hipermetilada. E possivel verificar alguns padrdes na distribui¢do de sitios de metilagio de
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DNA. Em Balb o status de infec¢do tende a deslocar sutilmente a direita, o que sugere
discreto ganho de metilagdo (Figura 13 — A e B, linhas laranjas), quando comparado ao
controle (Figura 13 — A e B, linha verde) enquanto em C3H apresenta redugdo no pico a
direita e sutil desvio para esquerda o que sugere uma ligeira perda na metilagao (Figura 13 —
C e D, linha laranjas) quando comparado ao controle (Figura 13 — C e D, linha verde). Nesta
andlise fica sugestivo que a linhagem C3H tem ganho na metilagdo, apresentando maior
densidade (Figura 13 — C e D — linha verde, acima de 4) no controle, quando comparado a
linhagem Balb. Interessante observar que a distribui¢do de metilagdo entre status (infeccao e

controle) parece estar invertida nas linhagens.

Nao ¢ possivel visualizar diferengas grande entre as espécies tanto em Balb como
C3H. Apesar da sutil diferenca entre controle e infec¢ao nas linhagens Balb e C3H (Figura 13
A, B, C e D) fica sugestivo que a elicitagdao por Tioglicolato talvez exerca de alguma maneira
um fator suavizante sobre a epigenética na resposta imune, principalmente na linhagem C3H,
devido ndo ser possivel visualizar praticamente nenhuma alteracdo entre controle e infec¢do

na distribui¢do em células estimuladas (Figura 13 - F).

A mesma andlise foi realizada para as seguintes regides de anotagdo: promotores,

genes e filing. A figura 14 mostra a distribui¢ao [ para a regido de promotores.
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Figura 14 — Distribuicio f da metilacdo de DNA em status na regiao de promotores

A- Distribuigdo 3 da comparacao 1 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb); B - Distribuicéo 3
da comparacdo 2 (Leishmania infantum x controle — Linhagem Balb); C - Distribui¢do 3 da comparacdo 3
(Leishmania amazonensis x controle — Linhagem C3H); D - Distribuigdo B da comparagido 4 (Leishmania
infantum x controle — Linhagem C3H); E - Distribui¢do f da comparagdo 5 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem Balb + Tioglicolato); F- Distribuicdo § da comparagido 6 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem C3H + Tioglicolato); Laranja — doenga; Verde — controle.

A apresentacdo da distribui¢do da metilagdo de DNA em promotores ocorre também
de forma bimodal, entretanto verifica-se desvio do pico a esquerda uma vez que, como ja
mencionado, estas regides sao menos metiladas. Em Balb (L. infantum) o status de infec¢ao
tende a perder densidade no pico a esquerda, o que sugere discreto ganho de metilagao

(Figura 14 — B, linha laranja), quando comparado ao controle (Figura 14 —B, linha verde). J4 a
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distribuicdo em C3H no status infec¢do apresenta aumento no pico a esquerda o que sugere
uma ligeira perda na metilagdo (Figura 14 — C e D, linha laranjas) quando comparado ao
controle (Figura 14 — C e D, linha verde). Da mesma forma como nos sitios sugere-se que a
linhagem C3H tem ganho na metilacdo, apresentando menor densidade no controle quando
comparado a linhagem Balb (Figura 14 — C e D — linha verde, aproximadamente metade da
densidade de A ¢ B). E novamente o fato da distribuicdo de metilagao entre status (infecgao e

controle) estar invertida nas duas linhagens.

Ha uma pequena diferenca visualizada entre as espécies em C3H (Figura 14 — C e D),
em Balb esta diferenca pode ser devido ao fato da baixa cobertura da amostra 8 (Figura 14 —
A e B), entretanto quando comparadas células estimuladas com Tioglicolato na linhagem
Balb, a diferenc¢a na distribuicdo fica bem visivel. Animas Balb com estimulo (Figura 14 — E
— linha laranja) tem acentuado aumento a esquerda do pico de infec¢do, o que sugere redugao
na metilacdo de DNA, o mesmo ¢ visto em animais C3H (Figura 14 — E e F — linha laranja).
Quando comparada a distribuicdo entre células estimuladas (Figura 14 — F) e células ndo
estimuladas (Figura 14 — C) em C3H, verifica-se que o pico de infec¢do de infec¢do (laranja)

¢ quase trés vezes maior nas células estimuladas.

A Figura 15 apresenta a distribui¢do 3 para a regido anotada de genes.
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Figura 15 — Distribuiciio f da metilacdo de DNA em status na regido de genes

A- Distribuigdo 3 da comparacao 1 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb); B - Distribuicéo 3
da comparacdo 2 (Leishmania infantum x controle — Linhagem Balb); C - Distribui¢do  da comparagédo 3
(Leishmania amazonensis x controle — Linhagem C3H); D - Distribui¢do B da comparagido 4 (Leishmania
infantum x controle — Linhagem C3H); E - Distribui¢do f da comparagdo 5 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem Balb + Tioglicolato); F- Distribuicdo § da comparagido 6 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem C3H + Tioglicolato); Laranja — infecgdo; Verde — controle.

A regido de genes assim como as anteriores também apresenta distribuicdo da
metilacdo bimodal. Em Balb ( L. infantum) o status de infec¢do tende a apresentar ligeira
perda na densidade no pico a esquerda, o que sugere discreto ganho de metilagdo (Figura 15 —
B, linha laranja), quando comparado ao controle (Figura 15 —B, linha verde). J4 em C3H a

distribui¢do no status infec¢@o apresenta aumento no pico a esquerda o que sugere uma ligeira
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perda na metila¢do (Figura 15 — C e D, linhas laranjas) quando comparado ao controle (Figura

15 — C e D, linhas verdes). Como anteriormente a distribui¢do de metilagdo entre status

(infeccdo e controle) estd invertida nas duas linhagens.

Nao ¢ possivel sugerir diferengas na distribuicdo da metilacdo de DNA entre espécies.

Entre as amostras estimuladas C3H e Balb tendem a apresenta discreto desvio a esquerda no
status infec¢do (Figura 15 — E e F, linhas laranjas).

A distribuigdo f para a regido anotada de tiling se encontra na figura 16.
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A- Distribuigdo 3 da comparacado 1 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb); B - Distribuicéo 3
da comparacdo 2 (Leishmania infantum x controle — Linhagem Balb); C - Distribuig¢do 3 da comparagdo 3
(Leishmania amazonensis x controle — Linhagem C3H); D - Distribuigdo B da comparagido 4 (Leishmania
infantum x controle — Linhagem C3H); E - Distribui¢do f da comparagdo 5 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem Balb + Tioglicolato); F- Distribuicdo § da comparagido 6 (Leishmania amazonensis X

controle — Linhagem C3H + Tioglicolato); Laranja — infecgdo; Verde — controle.

A regido de tiling assim como as outras também apresenta distribuicdo da metilagdo

bimodal. Em Balb ( L. infantum) o status de infec¢@o apresenta ganho na densidade no pico a

direita, o que sugere ganho de metilagdo (Figura 16 — B, linha laranja), quando comparado ao
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controle (Figura 16 —B, linha verde). O status de infeccdo em C3H - L. infantum apresenta
discreta redugdo no pico a direita o que sugere uma ligeira perda na metilagao (Figura 16 — D,
linha laranja) quando comparado ao controle (Figura 16 — D, linha verde), j& em
L.amazonensis ocorre o inverso, percebe-se um discreto aumento do pico a direito no status
infeccdo, o que sugere aumento da metilacao (Figura 16 - C). A distribuicdo de metilagdo
entre status (infeccdo e controle) continua invertida nas duas linhagens. Nas células

estimuladas ndo ¢ possivel sugerir nenhuma modifica¢do (Figura 16 — E e F).

Como observado anteriormente, hd a inversao da distribui¢do da metilacdo de DNA no
status - infec¢@o e controle entre as duas linhagens, o perfil de metilagdo regional foi realizado
nas regides de genes e promotores para verificar se esta inversdo persistia, assim como
verificar a propor¢ao de metilacdo de DNA entre elas. As figuras 17 e 18 apresentam os dados

para regido de promotores.
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Figura 17— Perfil de metilacio regional na regido de promotores — L.amazonensis

A- Proporcdo de metilagdo em promotores entre doenca e controle em linhagem Balb. B - Propor¢ao de
metilacdo em promotores entre doenca e controle em linhagem C3H. Larania — infeccdo: Verde — controle. Eq
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Figura 18 — Perfil de metilacdo regional na regidio de promotores — L.infantum

A- Propor¢do de metilagdo em promotores entre doenga e controle em linhagem Balb. B - Proporcdo de
metilacdo em promotores entre doenga e controle em linhagem C3H. Laranja — infecgdo; Verde — controle.

A propor¢do na diferenca da metilagdo entre infec¢do e controle ndo se apresentou

grande em nenhuma das andlises (ndo ultrapassando 10%) em ambas espécies (Figura 17 e

18). Contudo como demonstrado pela distribui¢do f, € possivel visualizar que a resposta entre

infeccdo e controle sdo opostas nas linhagens. Balb tende a apresentar ganho de metilagdo de

DNA na infec¢do, enquanto C3H tende a apresentar perda na metilagdo de DNA, na regido de

promotores.

As figuras 19 e 20 apresentam os dados para regido de genes.
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Figura 19— Perfil de metilacio regional na regido de genes — L.amazonensis

A- Propor¢do de metilagdo em promotores entre doenga e controle em linhagem Balb. B - Proporcdo de

metilacdo em promotores entre doenga e controle em linhagem C3H. Laranja — infecg@o; Verde — controle.
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Figura 20— Perfil de metilaciio regional na regido de genes— L.infantum

A- Propor¢do de metilagdo em promotores entre infeccdo e controle em linhagem Balb. B - Proporgdo de
metilagdo em promotores entre infecgdo e controle em linhagem C3H. Laranja — infecgdo; Verde — controle.

O mesmo pode ser visto na regido de genes (Figura 19 e 20), que apesar da diferenga
de metilacdo entre infeccdo e controle ser muito pequena em ambas as andlises (ndo
ultrapassando 10%), novamente ¢ perceptivel que a resposta entre infec¢do e controle sdo
opostas nas linhagens. Balb no status infeccdo tende a apresentar ganho de metilagdo de

DNA, enquanto C3H tende a apresentar perda na metilacdo de DNA, na regido de genes.
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A fim de verificar se haveria sitios CpG com diferencga significativa na metilagdo

dentro das regides, a correlagdo entre as comparagdes de status também foi realizada, a figura

21 demonstra o resultado

mean.beta.disease

mean.beta.disease

0.50
mean.beta.control

mean.beta.disease

0.50
mean.beta.control

mean.beta.disease
o
@
g

0.50
mean.beta.control

58




mean.beta.disease
mean.beta.disease

. _ L p=0.9884 0.0 . B B e S p=0.9862

mean.beta.control mean.beta.control

Figura 21 —Correlaciio em status - doenga x controle

A — Comparagdo 1 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb); B - Comparagdo 2
(Leishmania infantum x controle — Linhagem Balb); C Comparagido 3 (Leishmania amazonensis X
controle — Linhagem C3H); D - Comparagdo 4 (Leishmania infantum x controle — Linhagem C3H); E -
Comparagéo 5 (Leishmania amazonensis x controle — Linhagem Balb + Tioglicolato); F- Comparagéo 6
(Leishmania amazonensis x controle — Linhagem C3H + Tioglicolato);

A correlagdo das amostras entre infeccdo e controle ¢ bem alta, em nenhuma das

regides foi possivel verificar pontos com diferengas estatisticas.

7.6.5. Comparagdes secundarias linhagens— Balb x C3H

A mesma analise através de distribuicdo f foi realizada nas comparagdes secundarias
— linhagens, seguindo o desenho experimental (Figura 6). A figura 22 apresenta a comparagao
pareada de controle e infeccdo em ambas as linhagens e nas linhagens com estimulo, na

regido de sitios.
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Figura 22— Distribui¢do B dos sitios de metilagcdo de DNA nas linhagens

A- Distribuicdo p da comparagdo 7 (linhagem Balb -Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo B da comparacdo 8 (linhagem Balb - Leishmania
infantum/controle X linhagem C3H - Leishmania infantum/controle); C - Distribuicdo B da comparacdo 9
(linhagem Balb/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania
amazonensis/controle). Balb — verde/ C3H - laranja




A distribuicdo da metilacdo de DNA correlacionando as caracteristicas de resisténcia e
susceptibilidade na regido de sitios se mostrou moderadamente alterada em ambas espécies

(Figura - 22 A e B), contudo entre células estimuladas ndo ¢ possivel identificar mudanca

alguma (Figura - 22 C).

A figura 23 apresenta a comparagdo pareada de controle infeccdo em ambas as

linhagens e nas linhagens com estimulo, na regido de promotores.
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Figura 23— Distribuicio f da metilagdo de DNA nas linhagens na regido de promotores.

A- Distribui¢do  da comparacdo 7 (linhagem Balb -Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo f§ da comparagdo 8 (linhagem Balb - Leishmania
infantum/controle X linhagem C3H - Leishmania infantum/controle); C - Distribui¢do  da comparacido 9
(linhagem Balb/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania

amazonensis/controle). Balb — verde/ C3H - laranja A
O
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Em promotores verifica-se expressiva diferenca entre as linhagens. A linhagem Balb

tende a apresentar maior pico a esquerda quando comparadas a C3H em todas as trés

comparagdes (Figura 23 — A, B e C), o que sugere perda de metilacdo em sitios CpG.

A figura 24 apresenta a comparagdo pareada de controle infeccdo em ambas as

linhagens e nas linhagens com estimulo, na regido de genes.
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Figura 24— Distribuicdo § da metilagdo de DNA nas linhagens na regiio de genes.

A- Distribui¢do p da comparacdo 7 (linhagem Balb -Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo [ da comparagdo 8 (linhagem Balb - Leishmania
infantum/controle X linhagem C3H - Leishmania infantum/controle); C - Distribui¢do f da comparacdo 9
(linhagem Balb/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania

amazonensis/controle). Balb — verde/ C3H - laranja
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Assim como em promotores, a regido de genes também apresenta diferenca na

distribuicdo de metilacdo entre as linhagens (Figura 24 — A e B), entretanto quando as células

sdo estimuladas esta alteragdo na distribuicdo ndo ¢ mais visualizada (Figura 24 — C).

A figura 25 apresenta a comparagdo pareada de controle infeccdo em ambas as

linhagens e nas linhagens com estimulo, na regido de tiling.
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Figura 25— Distribuicdo f da metilacdo de DNA nas linhagens, na regifo de #iling.

A- Distribui¢do p da comparacdo 7 (linhagem Balb -Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo [ da comparagdo 8 (linhagem Balb - Leishmania
infantum/controle X linhagem C3H - Leishmania infantum/controle); C - Distribuicdo p da comparagdo 9
(linhagem Balb/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania

amazonensis/controle). Balb — verde/ C3H - laranja
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Novamente como nas regides de promotores e genes, a regido de tiling também
apresenta diferencas na distribuicdo da metilagcdo entre as linhagens como pode ser visto na

figura 25 —A e B, entretanto quando o fator estimulo ¢ agregado esta diferenga ja ndo ¢

visivel.

A fim de verificar se tais diferengas visualizadas poderiam ser devido ao fator
infeccdo, ou seja devido alguma atuacdo do parasita nas células ou simplesmente por
caracteristicas singulares das linhagens, foi realizado a distribuicdo § da metilagdo de DNA
somente entre os controles de Balb e C3H nas regides de sitio, promotores, genes e tiling. O

resultado pode ser visualizado na Figura 26.
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Figura 26 —Distribuicdo f da metilagcdo de DNA em controles - linhagens
A — Regido de sitio. B — Regido de promotores. C — Regido de genes. D Regido de tiling. Balb — verde;
C3H - laranja.
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Como verificado nas distribui¢des f§ na comparacgao entre linhagens e o que também ¢
possivel de ser visualizado nas comparagdes primarias, a andlise da distribuicdo 3 entre os
controles das linhagens agrega impacto suficiente as andlises anteriores, estabelecendo que
animais de linhagem Balb apresentam sitios CpG com metilagdo inferior a de animais da
linhagem C3H, nao sendo efeito do parasita. Como pode ser visualizado na figura 26 - A, B,
C e D, a linha verde que representa a linhagem Balb sempre tem o pico desviado a esquerda,

jé a linha laranja que representa C3H tende a reduzir o pico da esquerda ou elevar o pico da

direita.

A fim de verificar se haveria sitios CpG com diferenca significativa na metilagdo

dentro das regides, a analise da correlagdo entre as comparacdes de linhagem foi realizada, a

figura 27 demonstra o resultado
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Figura 27 —Correlacio em linhagem — Balb x C3H

A — Comparagao 7 (linhagem Balb -Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H -Leishmania
amazonensis/controle); B - Comparacdo 8 (linhagem Balb - Leishmania infantum/controle X linhagem
C3H - Leishmania infantum/controle); C - Comparagdo 9 (linhagem Balb/Tioglicolato - Leishmania
amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle). Pontos
vermelhos — p=0,05

E possivel verificar a existéncia de sitios CpG diferencialmente metilados entre

animais Balb e C3H em todas as regides.

7.6.6. Comparagdes secundarias estimulo — Tioglicolato X lavagem

A analise da distribui¢do  também foi realizada nas comparacdes secundérias entre
células oriundas de animais estimulados com Tioglicolato de sddio e recuperagcdo apenas por
lavagem. A figura 28 apresenta a comparagdo pareada de controle e infecgdo em ambas as

células estimuladas e ndo estimuladas.
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Figura 28 —Distribuicio f dos sitios de metilacio de DNA em relagio a estimulo

A- Distribui¢do [ da comparagdo 10 (linhagem Balb - Leishmania amazonensis/controle X linhagem
Balb/Tioglicolato -Leishmania amazonensis/controle); B - Distribui¢do 3 da comparagdo 11 (linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle); C -

Distribuicdo f§ da comparagdo 12 (todos ensaios estimulado com Tioglicolato - Balb/C3H, controle e infec¢do
todos os ensaios sem estimulo - Balb/C3H, controle e infec¢do). Sem estimulo — verde; Tioglicolato — laranja.

X

A distribui¢do P da metilacdo de DNA em sitios demonstrou diferenca entre células

oriundas de animais estimulados com Tioglicolato de sddio e sem o estimulo - recuperadas

por lavagem. Macrofagos da linhagem C3H (Figura 28 — B) demonstram maior diferenca

na
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distribuicdo de metilagdo quando comparados a linhagem Balb (Figura 28 — A), ¢ possivel
verificar em C3H o desvio do pico a direita na distribuicdo (Figura 28 — B — linha verde), o
que sugere maior densidade de metilagdo em células sem estimulo. O mesmo pode ser
visualizado quando se agrupam todas as células estimuladas e ndo estimuladas (Figura 28 —
(). A linhagem Balb também apresenta maior metilagdo em células ndo estimuladas quando
comparadas as estimuladas, entretanto o desvio ¢ discreto como verificado na redug@o do pico

a esquerda em células ndo estimuladas (Figura 28 — A — linha verde).

A andlise da distribuicdo P da metilagdo também foi realizada nas outras regides de

anotacao, a figura 29 demonstra a distribuicao na regido de promotores.
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Figura 29 — Distribuiciio f da metilacio de DNA em relaciio a estimulo na regiio de promotores.

A- Distribui¢do f da comparagdo 10 (linhagem Balb - Leishmania amazonensis/controle X linhagem
Balb/Tioglicolato -Leishmania amazonensis/controle); B - Distribui¢do B da comparagdo 11 (linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle); C -
Distribuicdo f§ da comparagdo 12 (todos ensaios estimulado com Tioglicolato - Balb/C3H, controle e infec¢do X
todos os ensaios sem estimulo - Balb/C3H, controle e infec¢do). Sem estimulo — verde; Tioglicolato — laranja.

E possivel verificar que a distribuicdo p da metilagio de DNA na regido de
promotores demonstra diferengas mais expressivas que em sitios e novamente mais acentuado
em linhagem C3H que Balb. Verifica-se que o pico a esquerda referente a amostras
estimuladas em C3H (Figura 29 — B — linha laranja) tem quase trés vezes mais densidade que
o ndo estimuladas (Figura 29 — B — linha verde), sugerindo novamente que o estimulo em
linhagem C3H reduz a metilacdo de DNA. O mesmo pode ser visto quando agrupadas todas
as células estimuladas e ndo estimuladas (Figura 29 — C) . Ja a linhagem Balb apresenta
redugdo do pico referente a estimulo (Figura 29 — A— linha laranja) quando comparado ao sem

estimulo (Figura 29 — A — linha verde).

A figura 30 demonstra a distribui¢cdo 3 da metilagdo na regido de genes.
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Figura 30-Distribuic¢do B da metilacio de DNA em relacdo a estimulo, na regido de genes.

A- Distribuicdo f da comparacdo 10 (linhagem Balb - Leishmania amazonensis/controle X linhagem

Balb/Tioglicolato -Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo f da comparagdo 11 (linhagem C3H -
- Leishmania amazonensis/controle); C -

Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato

Distribuicdo 3 da comparagdo 12 (todos ensaios estimulado com Tioglicolato - Balb/C3H, controle e infec¢do X
todos os ensaios sem estimulo - Balb/C3H, controle e infec¢do). Sem estimulo — verde; Tioglicolato — laranja.

O mesmo padrao de distribuicdo encontrado nas regides anteriores pode ser verificado

em genes, porém um mais discreto. Novamente C3H apresenta desvio do pico a esquerda na

distribuicdo para estimulo (Figura 30 - B — linha laranja), o que sugere menor metilagdo ou

perda, o mesmo pode ser visto quando agrupadas todas as células estimuladas e ndo
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estimuladas onde hé sutil perda no pico a esquerda correspondente a ndo estimulados (Figura

30 - C — linha verde). Em linhagem Balb estas diferencas ndo sdo visiveis (Figura 30 - A).

A figura 31 demonstra a distribuicdo  da metilagdo na regido de tiling.
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Figura 31 —Distribuicdo f§ da metilagdo de DNA em relagfio a estimulo, na regido de tiling.

A- Distribuicdo B da comparacdo 10 (linhagem Balb - Leishmania amazonensis/controle X linhagem
Balb/Tioglicolato -Leishmania amazonensis/controle); B - Distribuicdo  da comparagdo 11 (linhagem C3H -
Leishmania amazonensis/controle X linhagem C3H/Tioglicolato - Leishmania amazonensis/controle); C -
Distribuicao f da comparagdo 12 (todos ensaios estimulado com Tioglicolato - Balb/C3H, controle e infec¢do X
todos os ensaios sem estimulo - Balb/C3H, controle e infec¢do). Sem estimulo — verde; Tioglicolato — laranja.
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Seguindo os padrdes das outras regides a distribuicdo da metilagdo na regido de tiling
também demonstra alteragdes quando comparadas células estimuladas e ndo estimuladas. Em
C3H ¢ possivel ver que o pico referente a células ndo estimuladas desvia a direita (Figura 31 —
B — linha verde), o que sugere maior metilagdo que em células estimuladas. O mesmo tipo de
desvio pode ser visto quando comparadas a células agrupadas em estimulo e ndo estimulo
(Figura 31 — C — linha verde). Em Balb também ¢ possivel notar que células estimuladas
tendem a ganhar metilacdo, devido ao pequeno desvio da distribuigdo referente a estimulo a

direita (Figura 31 — A — linha laranja).

A fim de verificar se o fator infec¢do interferiu nas diferencas na distribuicdo da
metilacdo visualizadas entre células estimuladas e ndo estimuladas, ou seja devido alguma
atuacao do parasita nas células ou simplesmente pela presenca de Tioglicolato, foi realizado a
analise da distribuicdo 3 dos sitios de metilacdo de DNA somente entre os controles de Balb e
C3H estimulados e ndo estimulados nas regides de sitio, promotores, genes e tiling. O

resultado pode ser visualizado na Figura 32.
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Figura 32 —Distribuiciio § da metilacio de DNA em controles - Estimulo

A — Linhagem Balb regido de sitio; B- Linhagem C3H regido de sitio; C —Linhagem Balb regido de
promotores; D - Linhagem C3H regido de promotores; E — Linhagem Balb regido de genes; F —
Linhagem C3H regido de genes; G — Linhagem Balb regido de tiling; H — Linhagens C3H regido de
tiling; Sem estimulo (lavagem) — verde; Com estimulo (Tioglicolato) — laranja.

A distribuicdo B para os controles, demonstra que realmente existe diferengas entre
células oriundas de animais estimulados e ndo estimulados, corroborando principalmente a
analise de PCA (Figura 11) assim excluindo o fator infec¢do. Como nas anélises anteriores,
verifica-se que animais C3H tendem a sofrer mais influéncia pelo estimulo por Tioglicolato,
demonstrando perda da metilagdo em todas as regides para as células estimuladas (Figura 32 —
B, D, F e H, linhas laranjas). Apesar de ndo ser tdo evidente as mudangas que ocorrem na
linhagem Balb, ¢ possivel verificar discreta diferenga na regido de promotores e tiling, nestas

regides as células estimuladas tendem a ganhar metilacao (Figura 32 — C e G, linha laranja),
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assim como na comparacdo de status — infec¢do e controle, novamente C3H e Balb

respondem a estimulos de maneira oposta.

7.6.7. Agrupamento

A andlise de cluster tem como intuito agrupar as amostras que tenham maior
semelhanca em relacdo a uma certa caracteristica, a analise foi realizada nas regides de
anota¢do em todas as amostras, a fim de verificar a similaridade entre as propor¢des na

metilacao (Figura 33).
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Na analise de sitios € possivel visualizar que as amostras se agrupam com suas
respectivas linhagens, o que ndo acontece nas outras regides, entretanto as amostras
estimuladas de ambas as linhagens se encontram pareadas em quase todas as regides exceto
em genes. O controle de C3H aparente ter maior concentracdo de metilagdo que as amostras
infectadas da mesma linhagem e também que na sua linhagem estimulada com Tioglicolato.
As diferengas entre as proporgdes de metilacdo sdo pequenas, entretanto como esta analise
leva em considerag@o a proximidade das caracteristicas de todas as amostras, talvez pelo fato

de existir uma amostra outlier isso influencie na visualizagao.
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8 — DISCUSSAO

A técnica de RRBS ¢ um método que permite a andlise de maior nimero de amostras
com reduzido custo, além de baixa exigéncia de cobertura, o estudo aqui descrito demonstrou
que a técnica € vidvel para triagem da metilacdo nas diferentes varidveis do estudos in vitro.
Um estudo da metilagdo de DNA em diferentes células e tecidos com RRBS, entre clas 82
diferentes tecidos, culturas primarias e linhagens celulares pode verificar a separagdo destes
grupos correlacionando o padrao de metilacdo (Varley et al. 2013). RRBS ¢é comparével as
outras demais técnicas de analise de metilagdo e exceto por WGBS, RRBS demonstra maior

capacidade de cobrir regides de promotores e ilhas (Bock et al. 2010; Stevens et al. 2013).

O numero de sequéncias obtidas e a qualidade foram satisfatorios, entretanto a
cobertura de algumas amostras foi abaixo da média de 5x, o que pode ser observado como
outlier em algumas andlises. Smith e colaboradores (2009) descreveram que 5 a 10 milhdes
de sequéncias seriam o suficiente para uma cobertura de 8x em RRBS. “In silico” a cobertura
de 1x representaria 6,8 milhdes de sitios CpG e em ensaios bioldgicos com cobertura = 4x
seria o suficiente para cobrir 80-90% destes sitios (Wang et al. 2013. Contudo ¢ sugerido o
aprofundamento no sequenciamento (10 a 20 milhdes de sequéncias) o que ¢ adequado para

aumentar a capacidade de detec¢ao dos niveis de metilagdo (Bock et al. 2010; Gu et al. 2011).

O genoma do camundongo ¢ de aproximadamente 2,7gb, com cerca de 22 milhdes de
sitios CpG e mais de 25 mil CpGI. A enzima Mspl corta sitios CC| GG, e estimas-se que o
genoma seja cortado em 2 milhdes fragmentos, cada um contém no minimo um sitio CpG de
interesse. A técnica de RRBS ¢ recomendada para andlises de estudo comparativos em
metilacdo de DNA, ndo sendo no entanto indicado para constru¢do de metilomas, RRBS ¢
capaz de cobrir no minimo 12% do genoma (Harris et al. 2010; Deaton e Bird 2011;
Chatterjee et al. 2012; Stevens et al. 2013). Devido a selecdo de fragmentos de interesse, a
exigéncia de cobertura para a técnica de RRBS ¢ baixa, j4 que normalmente os sitios CpG

estdo dispersos ao longo do genoma e a técnica permite o enriquecimento dos mesmos.

A analise de componentes principais sugeriu diferencas na metilagdo de DNA entre as
comparagdes, principalmente em relacdo a utiliza¢do de elicitagdo por Tioglicolato de sédio

(Figura 10). O Tioglicolato ¢ utilizado rotineiramente para aumentar o numeros de células (o
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que reduz o nimero de animais) em diversas pesquisas com macrofagos.A utilizagdo deste
estimulo ndo leva ao aumento da atividade fagocitica e ndo haveria ativacdo de macréfagos
(Leijh et al. 1984), entretanto ndo hd nenhum estudo relacionado a padrdes de metilacdo e

infeccdo, nem caracterizando se ocorre a polarizagdo dos macrofagos.

Sabe-se que células elicitadas e ndo elicitadas por Tioglicolato de sddio apresentam
modulacdo distinta de receptores FcyR quando expostos a antigenos (Michl et al. 1979), este ¢
um importante receptor na resposta imune inata, principalmente para o inicio da fagocitose de
parasitas opsonizados. Também foram observadas diferencas no metabolismo de distintos
substratos como glicose, lipideos e oxigénio. Macrofagos elicitados por Tioglicolato
apresentavam maior metabolismo de O, (Cohen, Ryan, e Root 1981) diferencas na
distribuicdo de particulas intramembranosas (Santos e De Souza 1983) e reducdo na oxidagdo
de acidos graxos (Peres et al. 1999) Alteragdes de receptores e nas vias de metabolizacdo de
acido graxos pode ter influéncia no curso da Leishmaniose, ndo ha estudos correlacionando o
estimulo de macrofagos (seja através de Tioglicolato ou mesmo na diferenciagdo de

mondcitos para macrofagos) e a infeccao.

A distribuigdo  realizada nas andlises comparativas representa uma distribui¢do
binominal, o que ¢ normal para a representacdo de metilacio de DNA, ja que a maioria dos
sitios no genoma se encontram metilados ou ndo metilados. Na imagem 9 referente a todos os
sitios verifica-se que a maior densidade de sitios se encontra na regido referente a baixa
concentracdo de metilagdo, isso se deve a dois fatores: a digestao e selecdo de fragmentos pela
enzima Mspl o que enriquece a selecdo de ilhas CpG (CpGI) e promotores (Gu et al. 2010); e
a selecdo destas regides as quais sdo principalmente descritas com alta concentragcdo de CpG
(promotores e CpGI), que normalmente se encontrando hipometiladas (Weber et al. 2007;

Deaton ¢ Bird 2011; Baubec ¢ Schiibeler 2014).

E possivel sugerir nas comparagdes entre infeccdo x controle discreta diferenga nas
proporcdes da metilagdo de DNA em sitios, genes, promotores e tiling (figura 13, 14, 15 e
16). Um unico estudo com L. donovani e metilagdo de DNA (450 BeadChip array) foi
realizado por Marr e colaboradores (2014), com células de linhagem THP-1 (humanas), ndo
com macrofagos peritoneais. Neste estudo o autor mostrou alteragdo na metilagdo de DNA
entre infec¢do e controle no periodo de tempo de 48 horas, sendo principalmente em areas de
baixa e média concentragdo de sitios CpG, o que significa areas fora da maioria dos

promotores e ilhas. No trabalho aqui apresentado verifica-se que estas alteracdes ocorrem em
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regides ricas em CpG, principalmente por se tratar de um método que tende a selecionar tais
regides. Mesmo a regido de tiling que abrange regides maiores (5kb) demonstrou alguma
alteracdo entre infec¢do e controle. J& foi demonstrado que que diferentes métodos de
avaliagdo da metilagdo de DNA podem ser comparados, existindo vantagens e desvantagens
entre eles, entretanto as analises podem ser comparadas (Harris et al. 2010; Bock et al. 2010;

Stevens et al. 2013).

THP-1 ¢ uma linhagem celular muito utilizada para estudos com fagocitose, esta
linhagem ¢ derivada de mondcitos oriundos de leucemia monocitica aguda. Um estudo
comparativo entre monoécitos, macrofagos derivados de mondcitos e células THP-1
estimuladas com PMA (acetato de forbol miristato, processo que diferencia as células em
monocitos), mostrou diferengas morfoloégicas na expansdo citoplasmatica e aumento do
nimero de lisossomos, além de resisténcia a apoptose e diferente modulagdo de receptores
TLR2 entre as células (Daigneault et al. 2010). Contudo, estudos usando THP-1 como
macrofagos na interagdo com componentes do sistema cardiovascular, demonstram boa
correlacdo epigenética e os autores consideram como um bom espelho para doenca deste

sistema (Qin 2012).

A diferenca na distribuicdo da metilacdo entre as espécies de Leishmaniose cutdnea
(L. amazonensis) e visceral (L. infantum) foi muito sutil, ndo sendo possivel afirmar tal
diferenca principalmente na linhagem Balb. Apesar do padrdo de resposta imune entre
espécies de Leishmania spp. ser praticamente igual e induzirem a mesma resposta imune, ¢
possivel verificar certa diferenca na concentracdo de citocinas. A concentragdo de algumas
citocinas como TNF-a ¢ maior e mais aguda na doenca cutanea, que leva a grande lesdo
tecidual. O TNF-a esta associados a diversas doencas que degenerativas Osseas e
neurologicas, a fase com maior apresentagdo de lesdes cutdneas na doenga cutdnea e
principalmente na muco-cutinea tem sido associadas a altas concentragdes desta citocina. A
resposta frente a leishmaniose visceral apresenta o mesmo perfil de citocinas, entretanto
parece que ha algum tipo de “atraso” nesta resposta, onde o parasita permanece em silencio,
assim apds alguns dias € possivel verificar o aumento do nimero do parasita e também das
citocinas em bago e figado (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998; Stanley e Engwerda 2007; Nylén e
Eidsmo 2012; Lotz et al. 2012; Borrajo et al. 2014).

Animais Balb e C3H sdo uma mesma espécie e possuem carga genética semelhante,

mas desde muito tempo sabe-se que diferentes linhagens de camundongos tém distinta
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resposta imunologica a diversos patdgenos, na triagem realizada por este estudo é possivel
sugerir de maneira consistente que ha diferenca na metilacdo de DNA entre espécies
sisceptiveis e resistentes (figura 22, 23, 24 e 25), excluindo o fator infe¢do ou controle como
mostrado pela figura 26. O comportamento das linhagens em resposta a Leishmania spp.
também sdo diferenciados, animais Balb e CBA apresentam a forma clinica patognomdnica
da doenga, que muitas vezes pode ser fatal. Por outro lado, os animais C3H, C57BL/6 e
C57BL/10 sao normalmente resistentes, desenvolvendo poucas ou nenhuma lesdo e muitas
vezes ocorrendo auto-cura e debelacdo do parasita. Esta caracteristica estd associada ao tipo
de respostas efetuada a CD4+. Os animais susceptiveis sdo descritos por apresentarem maior
estimulo e presenca de células Th2, enquanto que os resistentes tém maior presenga de células
Thl. Respostas diferenciadas na ativagdo de CD4+ sdo extremamente importantes para a
sobrevivéncia de um organismo, a polarizacio de Thl e Th2 ¢ dependente de citocinas
produzidas por diversas células. A polarizacdo de células T in vitro envolve processos
epigenéticos como alteracdo de histonas, metilagdo de DNA e modificagdo de cromatina, a
enzima DNMT]1 ¢ essencial para a regulagdo de genes envolvidos na diferenciacdo de células
T (Scott 1991; Ribeiro-de-Jesus et al. 1998; DeKrey, Lima, e Titus 1998; Lee et al. 2001;
Kuroda, Kito, e Yamashita 2002; Lang et al. 2003; Wilson, Rowell, e Sekimata 2009; Probst
etal. 2012; Schwarz et al. 2013).

Animais susceptiveis tratados com agentes anti-citocinas como anti- IL-4, sdo capazes
de responder a doenca, ndo demonstrando sinais e podendo debelar o parasita, o inverso
ocorre em animais resistentes (C3H) tratados anti-IL12, o que leva a apresenta¢do de sinais
como animais susceptiveis (Scott 1991; Sacks e Noben-Trauth 2002; Schwarz et al. 2013). A
comparagdo entre transcritos de C57BL/6 e Balb infectados com L. amazonensis demonstrou
mais de 208 genes diferentemente expressos entre as duas linhagens, genes relacionados ao
metabolismo de lipideo, estresse oxidativo, citocinas, receptor Fcy e sistema complemento
(Probst et al. 2012). Nao ha estudos correlacionando outros mecanismos como protedmica e
epigenética e provavelmente ha distingdes essenciais nestas areas entre as linhagens. As duas
linhagens apresentam fenotipos distintos, o que significa a presenca de diferentes

concentragdes de proteinas, que por sua vez tem mecanismos epigenéticos envolvidos.

Macroéfagos sofrem grande influéncia de seu ambiente, diversos trabalhos demonstram
que estimulos podem levar a diferentes respostas no fendtipo de macrofagos. O estudo da

polarizagdo de macrdéfagos apesar de ainda ndo totalmente esclarecido, demonstra que o tipo
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M1 tende a ter maior atividade pro-inflamatoria que o M2, entretanto estudos para diferenciar
estes dois tipos sdo basicamente in vitro (Filardy 2010, Diaz-Gandarilla 2013, Juhas 2015,
Miles 2014). O processo de coleta de macrofagos pode se dar de muitas formas: macrofagos
derivados de monocitos de sangue, macrofagos derivados de medula dssea, macrofagos de
peritonio e macrofagos elicitados com Tioglicolato. Para que ocorra a expressdo e ativagdo do
fendtipo sdo utilizados citocinas no meio de cultura e entdo as células se diferenciam, sabe-se
que alteracdes de histonas ocorrem diferencialmente entre macrofagos M1 e M2, o que
também ocorre entre mondcitos e macrofagos. E muito provavel que modificagdes
epigenéticas ocorram também em macrofagos derivados de mondcito de sangue, de medula e
estimuladas por Tioglicolato (Takeuch e Akira 2011; Mullican et al. 2011; Sica e Mantovani
2012; Kittan et al. 2013; Ivashkiv 2013).

Na investiga¢do dos sitios de metilagdo de DNA deste estudo dois testes sugerem
diferengas na metilacdo quando comparadas as células tratadas com Tioglicolato e as células
que foram apenas recuperadas na lavagem. Como pode ser notado nas figura 10, através da
andlise de componentes principais e figuras 28, 29, 30 e 31 (linha laranja) através da
distribuicdo f3, células estimuladas tendem a apresentar sitios com menor densidade de
metilacdo, o que ¢ bem visivel na regido de promotores (figura 29), principalmente na
linhagem C3H. Saeed e colaboradores 2014 demonstrou alteragdes epigenéticas e na
expressdo de genes quando comparados grupos de monocitos em quatro estados de
diferenciagdo: monocitos, macrofagos derivados de mondcitos, macrofagos (derivados de
monocitos) tolerantes por LPS e macréfagos treinados por (- glucano (derivados de
monocitos). Ele verificou que a dinamica entre histonas tem padrdes distintos entrem os 4
grupos e também 12% dos fatores de transcricdo mostraram variagdo na expressdo entre os
grupos. Poucos trabalhos tentam correlacionar diferentes tipos de macrofagos ou mesmo
identificar o impacto da estimulacdo in vitro sobre as células. Macrofagos elicitados por
Tioglicolato de animais susceptiveis (CBA) mostraram o aumento da expressdo de genes
relacionados a lipideos, entretanto sem alteracdo no combate ao parasita, os autores sugeriram
que seria provavelmente devido a modulagdo do vactiolo que permite a sobrevivéncia do

parasita (Probst et al. 2012).

Uma comparacdo entre a linhagem celular RAW264.7 e células elicitadas por
Tioglicolato mostraram boa correlagcdo na resposta imune e inflamatoria, entretanto células

elicitadas se diferenciavam quanto a expressao de genes que participam da sintese de lipideos
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(Maurya et al. 2013). O estudo com linhagem celular Huh7 (hepatocarcinoma) infectadas por
L. donovani também verificou que o metabolismo de colesterol ¢ alterado pelo parasita
através de clivagem pelo fator de viruléncia GP63 em proteinas Dicer, que atuam sobre
miRNAS, o que levaria a alteragdes pds traducionais (Descoteaux, Moradin, e Arango Duque

2013; June Ghosh et al. 2013).

O colesterol ¢ um fator essencial para sinaliza¢do celular, inclusive na resposta
inflamatoria na manuten¢do da membrana, o que € essencial para a apresentagdo de antigenos,
além de formagdo do vacuolo (Bansal, Bhatti, e Sehgal 2005). Hipocolestolemia ¢ um
indicador de progndstico em pacientes com Leishmaniose visceral (Lal et al. 2010; J Ghosh et
al. 2011). Apesar da alteracdo no metabolismo de lipideos existir entre ambas as células,
ainda restam algumas questdes, ja que nestas comparagdes ambas as células utilizadas estdo

modificadas do original, ndo sendo utilizados macréfagos sem estimulos para controle.

No trabalho aqui apresentado ¢ importante salientar que as comparagdes realizadas sdo
sequenciamento de amostras Unicas, o que dificulta a obten¢do de dados estatisticamente
significantes. Contudo as andlises por distribui¢do beta sdo métodos de distribui¢do estatistica
plausiveis, que sugerem alteragdes nos niveis de metilagdo na maioria das comparagdes em
muitas regides de anotagdo, ocorrendo principalmente na correlacdo entre linhagens e
estimulos. Um outro fato a se abordar é que o periodo de infec¢do das células foi de 72 horas.
A fagocitose de ambas amastigotas e promastigotas se inicia logo apds o primeiro contato do
parasita com a célula, em poucos minutos o parasita se liga ao receptor e ja é possivel
verificar alguma internaliza¢do. O inicio da fagocitose leva cerca de 3 a 9 minutos apds o
primeiro contato com a célula, em 10 minutos ja possivel observar alteragdes de
citoesqueleto. Cerca de 30 a 60 minutos este processo esta finalizado, com todos os parasitas
completamente internalizados, neste periodo j& possivel verificar a expressdo de MHC I
Entre 2 a 18 horas ¢ possivel verificar a atividade de enzimas proteoliticas, o processo de

transformagdo de promastigota para amastigota leva 5 dias (Courret et al. 2002).

Alteragdes epigenéticas sdo rapidas e agudas, se o parasita ¢ capaz de ser fagocitado
em até uma hora, talvez seja dentro deste periodo que o processo de modificacdes
epigenéticas ocorra no hospedeiro em resposta ao parasita. O trabalho de Marr e
colaboradores (2014) correlacionando metilagio de DNA na interagdo parasita hospedeiro,
apresentou 443 sitios diferentemente metilados significantes periodo de infeccdo das células

foi de 48 horas e estes dados foram obtido através de array capaz de avaliar 485 mil sitios. No
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trabalho aqui apresentado a amostra com menor nimero de sitios avaliados teve mais de 1,5
milhdo de sitios. Foi demonstrado pela distribuic¢do beta e a correlagdo nas andlises
secundarias que existem diferengas na metilagdo de DNA nas regides anotadas, entretanto nao

pode ser estatisticamente calculada.

82



9. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O trabalho descrito demonstra que a utilizagdo da técnica de RRBS ¢ satisfatorias para
investigacdo da variabilidade na metilacdo de DNA entre diferentes caracteristicas do estudo

in vitro na interagao parasita hospedeiro;

Através das andlises fica sugestivo que a metilagdo de DNA ¢ alterada durante a

infecdo, sendo mais acentuada em animais de linhagem C3H;

A resposta ao parasita ¢ inversa nas linhagens Balb e C3H, enquanto C3H sugere ter
perda na metilagdo em células infectadas, Balb demonstra ganho na metilagdo em células

infectadas. Esta modulacdo aparece mais intensa nas regides de promotores, tiling € genes;

Nao foi possivel verificar diferencas entre a resposta para espécies que desenvolvem

doenga cutanea e visceral nas amostras analisadas;

As linhagens Balb e C3H diferem nos niveis de metilacdo em todas as regides, o que ¢

independente da infec¢ao.

Animais estimulados e ndo estimulados apresentam distintos padrdes de metilacdo,
sendo que o estimulo leva a perda de metilacdo, o que ¢ mais sugestivo em C3H, ja que Balb

apresenta discreta mudanca.

Elaborar trabalhos futuros com RRBS e maior nimero de amostras poderiam validar
estatisticamente as diferengas na metilagdo encontradas neste estudo. A utilizagdo de células
infectadas em diferentes tempos também poderia verificar a dinamica destas modificacdes.
Verificar a variagdo epigenética nos diferentes tipos celulares usados no estudo in vitro em
resposta a infecdo. Investigar alteragdes a niveis de protedmica e transcriptoma entre as

linhagens usadas como modelo de infec¢do. Elaborar estudos para a padronizagdo in vitro.
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ANEXO A

- 600ul de solucao de lise (5S0mM NaCl, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCL, pH 7,4)
com 1% dodecil sulfato de sddio (SDS) acrescido 15ul de proteinase K (10mg/ml)
(Sigma-Aldrich, USA) deixar por 1 hora a 60 °C, depois 100 °C para inativagio da

enzima;

- Adicionar 600ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizar e

aguardar 10 minutos sob agitagdo em temperatura ambiente;
- Centrifugar 13000 rpm por 10 minutos e remover o sobrenadante;
- Adicionar 600ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), homogeneizar;
- Centrifugar 13000 rpm por 10 minutos;

- Recuperar o sobrenadante e adicionar 100ul de acetato de sddio e 200 ul de etanol

absoluto, deixar a -20 °C over night,
- Centrifugar a 13000rpm a 4 °C por 10 minutos;
- Lavar o precipitado com etanol 70% duas vezes;

- Ressuspender em 50ul de TE 0,1X (10mM Tris/HCI pH8, ImMMEDTA).

Ap6s a extragdo do DNA as amostras ainda foram purificadas com Agecourt AMPure

XP beads (Beckman Coulter, DE), seguindo o protocolo do fabricante.

- Foi adicionado 60ml de AMPure XP a 10ul de DNA extraido mais 20ul de TE
1X;

- 10 minutos em temperatura ambiente;

- Colocar os tubos na estante magnética, deixar 5 minutos;
- Remover o sobrenadante € manter o tubo na estante;

- Lavar com 200ul etanol 80% por duas vezes;

- Remover todo etanol e deixar secar por 10 minutos;
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Retirar da estante e ressuspender com 20ul de EB-buffer (Qiagen, DE);

Colocar na estante e esperar 5 minutos para recuperar o volume.
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ANEXO B

Mix:

10x Tampao- (HotStart Qiagen, DE)

dNTPs (2,5mM — Invitrogen, USA)

[lumina primer LPX1.1 (10uM, Illumina, USA)
[lumina primer LPX2.1 (10uM, Illumina, USA)
HotstartTaq (5U, Qiagen, DE)

Temperatura:

15°-95°C

307-95°C

30°’-60°C 14 ciclos
1’-72°C

7’-72°C
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ANEXO C

compal compa2 by | compa3 by | compa4 by | compa5 by | compa6 by compa’ compad
by state state state state state state gr;iﬂfy gr;?fhllay

Sample state strain compal compa? compa3 compa4 compad compab compa’? compag

8 Balb Ama disease | balb disease balb

3A Balb s infec control | balb control control balb balb

4A Balb Infantum disease | balb disease balb

30B C3H Ama disease | c3h disease c3h

27B _C3H s infec control | c3h control control c3h c3h

23B_C3H_infantum disease | c3h disease c3h

7A Balb TIO Ama disease | balbTio disease

1A Balb TIO s infec | control | balbTio control

25A C3H TIO Ama disease | c3hTio disease

16A C3H TIO < infec | control | ¢3hTio control




compa9 group by

compall group

compal2 group

comp13 control

stra in and S‘;ﬁiﬁii (;fsrgeu;i?lle by St.i mulus st.rain X straig cs??;?nl fe(s:?sltlglotl cor(i?rgllpsltfain
stimulus resistant stimulus susceptible
Compa9 compalQ compall compal2 compal3 compal4 compald
balb nostimulus
balb nostimulus balb balb
c3h nostimulus
c3h nostimulus c3h c3h
balbTio balbTio stimulus
balbTio balbTio stimulus balbTio
c3hTio c3hTio stimulus
c3hTio c3hTio stimulus c3hTio
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

123456789 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger { llumina 1.9 encoding)
JAU000a000]

1IIIIITT]

1234567809 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79  86-87 92-93 98-99
Position in read {bp}

Quality scores across all bases (Sanger/ illurmina 1.8 encoding)

HARARA
LI

TDﬁjﬂ 1 J ﬁf

1234567809 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-03 98-99
Position in read (bp)

Qualvty scores across aII bases (Sangerl IIIumlna 19 encoding)

123456789 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp}

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

123456789 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp}

Quahty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567809 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp)

100




Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567809 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read {bp}

Quality scores across all bases (ssngerl lllumina 1.9 encoding)

HJ\UL,\\,JU‘L,HL‘JH L‘iULJUH Uﬂr HARH
aelCIE L TN

1234567809 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp)

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)

123456789 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp}

Qushty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567809 12-13 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp)

iilil HHHHU\“‘“U

171 PR

Hf

|

123456789 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 7273 78-79 86-87 92-03 98-99
Position in read (bp}

Quality scores across all bases (Sanger f lllumina 1.9 encoding)

123456789 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99
Position in read (bp}
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

inrn
A\:—::I% llTTTTTTTT

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}

nitllil
i

28

26

24 i i
2 22

20 2

18 18

16 16

1 14 B

0 27B | o 27B 1l

123456789 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 8687 92-93 98-99

1234567809 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79  86-87 92-93 98-99

Position in read (bp)
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding} Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

20 AAn ’IIIIIIIIIII
38 _ﬁ~ :f~¥77 I
36 LI AHL T
34 T
32 [
30 SR h
28 aes L

2% 26 |

24 24 B

2 22

20 20

18 18 ]

16 16

14 14

12 12

10 10

s 23B | 5 23B 1l

s 5

A 4

2 2

0 0 123456789 1215 1810 24-25 3031 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 7273 78-79 _ 86.87 92.95 98-99

123456789 12-13 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 86-87 92-93 98-99

Position in read (bp) Position in read (bp}

Sequéncias dos ensaios 7A, 1A, 8A, 3A, 4A, 25A, 16A, 30B, 27B, ¢ 23B através de FastQC. No eixo x sdo expressas
as bases dentro da sequéncia, no eixo y os valores de 0-40 s@o scores de qualidade baseado em Phread, o que
demonstra a chance de erros de bases na sequéncia, sendo o score 30 equivale a um precisao de 99,9% e 40 99,99%
respectivamente.
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