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RESUMO

Efeitos da testosterona na funcéo efetora de macréfagos humanos no modelo de
infecgao in vitro por Leishmania amazonensis. OLIVEIRA, L. L. Aracaju, 2020.

Diversos estudos descrevem uma diferenca entre 0s sexos na prevaléncia de doencas
causadas por agentes infecciosos, principalmente agentes intracelulares, sendo o sexo
masculino mais acometido por essas doengas. Essa diferenca é muitas vezes atribuida a
fatores epidemioldgicos ligados a maior exposicdo do homem aos patégenos. Contudo,
diante da prévia demonstracdo da influéncia de hormonios e seus receptores celulares na
resposta imune inata e adaptativa, o interesse em estudos que avaliam a interacdo do
hospedeiro com patdgenos e a interferéncia hormonal na resposta imune é relevante, pois
pode explicar essa variacdo de resposta entre 0s sexos num contexto mais biolégico.
Assim, 0 objetivo deste estudo consistiu em avaliar a influéncia da testosterona na funcéo
efetora de macrdéfagos humanos, utilizando como modelo a infeccdo por Leishmania
amazonensis in vitro. Foram coletadas amostras de sangue de individuos saudaveis
(n=11) com media de idade de 29,7 £ 7,21. As células mononucleares desses individuos
foram separadas e cultivadas com doses fracionadas da testosterona (de OnM a 160 nM)
até diferenciacdo completa em macrofagos. Em seguida, foi realizada a infecgéo in vitro
com cepa de Leishmania amazonensis fluorescente (GFP) e leitura das amostras por
citometria de fluxo com andlise dos dados do percentual de células infectadas e carga
parasitaria (pela média da intensidade de fluorescéncia-MFI). Além disso, foi analisado
o perfil fenotipico das células apds exposicdo ou ndo a testosterona, utilizando-se
marcacdes com anticorpos especificos para moléculas de superficie (CD40 e CD163) e
intracelulares (IL4, IL10, IL12 e TNFa), além de analise da expressao génica (MRNA)
por RT-PCR para fatores de transcri¢do, citocinas e proteinas de sinalizacdo celular
(TREM-1, AIF-1, TLR4, IL10, STAT6, SOCS1, SOCS3, IFR4 e IRF5). Foi observado
que o tratamento com testosterona (a partir de 80 nM) promove o aumento significativo
no percentual de células infectadas. Além disso, o tratamento com testosterona reduziu a
expressdo de CD40, e induziu um aumento da expressdo do mRNA do gene SOCS1 e
diminuicdo do fator de transcricdo IFR5, sendo essa uma possivel via pela qual a
testosterona suprime 0s mecanismos microbicidas dos macrdéfagos na infeccdo por
Leishmania. Portanto, pode-se afirmar que existe uma influéncia da interagéo entre o eixo
imuno-endocrino, sendo a via da testosterona um potencial facilitador da infecgdo por
Leishmania em macrofagos.

DESCRITORES: Horménio. Leishmania. Macrofagos. Testosterona.



ABSTRACT

Effects of testosterone on human macrophages effector function using a model of in
vitro infection for Leishmania amazonensis. OLIVEIRA, L. L. Aracaju, 2020.

Several studies describe sex differences in the prevalence of infectious diseases, mainly
by intracellular pathogens, with a higher frequency in males. This difference is frequently
interpreted as a result of an epidemiological factors, like a higher exposure to men to the
pathogens. However, in view of the demonstration of the hormones influence and their
cellular receptors on the innate and adaptive immune response, the interest in studies to
evaluate host interaction with pathogens and the hormonal interference in immune
response is relevant, as it would explain the sexual variation of response to pathogens in
a biological context . Thus, in order, the goal of this study was evaluating the influence
of testosterone on human macrophage effector function using as a model in vitro infection
for Leishmania amazonensis. Blood samples were collected from healthy individuals (n=
11) with mean age about 29,7 £ 7,21. Mononuclear cells from these individuals were
fractionated and cultured with increasing doses of testosterone (0 to 160 nM) until
macrophage differentiation. Subsequently, in vitro infection with a fluorescent
Leishmania amazonensis strain (GFP) was performed and then samples analysis by flow
cytometry to detect the frequency of infected macrophages and parasite load (for median
of fluorescence intensity-MFI). In addition, the phenotype profile of this cells were
performed after stimulus of testosterone using surface molecules (CD40 and CD163) and
intracellular (IL4, IL10, IL12 and TNFa) antibody staining, as well as gene expression
(mRNA) analysis by RT-PCR for transcription factors, cytokines and cell signaling
proteins (TREM-1, AIF-1, TLR4, 1L10, STAT6, SOCS1, SOCS3, IFR4 e IRF5).
Testosterone treatment (doses above 80 nM) promotes a significant increase in the
percentage of infected cells. Moreover, we observed a decrease on CD40 surface marker
and higher expression of mMRNA of SOCS1 transcription factor as a decrease in IFR5
MRNA expression, suggesting that testosterone have an effect on Leishmania infection,
by inducing a suppression of macrophage microbicidal function. Therefore, this data
suggests a role of immunoendocrine axis, in particular testosterone, as a potential
facilitator of infection in the interaction between the Leishmania and macrophages.

DESCRIPTORS: Hormone. Leishmania. Macrophages. Testosteron
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zoonose causada pela infeccdo com protozoarios
digenéticos da familia Trypanossomatidae e género Leishmania. Possui um largo
espectro clinico, variando desde formas tegumentares até uma forma visceral, e
caracteriza-se como um agravo importante para a saude publica devido a sua alta
prevaléncia e endemicidade (BRASIL, 2017). Os reservatorios da doenca incluem o cao,
no caso da forma visceral, e animais silvestres nas formas tegumentares da doenca
(ORYAN; AKBARI, 2016). E transmitida a0 homem a partir do repasto sanguineo da
fémea infectada do inseto Lutzomyia longipalpis, considerado o vetor invertebrado da
leishmaniose mais comum no Brasil (LARA-SILVA et al., 2017; SILVA et al., 2014;
TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Ha& cerca de 12 a 15 milhdes de infectados no mundo, com aproximadamente
30.000 mortes anuais pela leishmaniose. Além disso, estima-se de 700.000 a um milhéo
de novos casos e um bilhdo de pessoas vivendo em areas consideradas de risco de
transmissdo da doenga (ALVAR et al., 2012; WHO, 2016, 2017a). Ademais, cerca de
96% dos casos registrados de leishmaniose nas Américas ocorrem no Brasil, sendo a
regido Norte do pais responsavel pelo maior nimero de casos de Leimaniose Tegumentar
(LT) (44,7%) e a regido Nordeste com mais casos de Leishmaniose Visceral (LV) (48%).
Em Sergipe, 0 municipio de Aracaju abrange mais de 90% dos casos registrados da forma
visceral, podendo entdo ser classificado como area de transmissdo intensa da LV
(ARAUJO, 2017; BRASIL, 2015a; GOES; JERALDO; OLIVEIRA, 2013; WHO, 2016).

A observacdo que os homens compreendem o grupo de individuos com maior
namero de casos incidentes das formas da leishmaniose (CAMPQOS et al., 2017; MOCK;
NACY, 1988; TRAVI et al., 2002; WHO; PAHO, 2019) e que o mesmo fendmeno
também é observado na frequéncia de outras doencas infecciosas, como a hanseniase e
tuberculose (BABOOLAL et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2012), sugere uma possivel
susceptibilidade maior do sexo masculino a infeccdo por estes parasitas, porém por vias
ainda ndo tdo esclarecidas. Além disso, a presenca de receptores hormonais nas células
do sistema imune, principalmente nas células da resposta imune inata, induz uma possivel
regulacao do sistema imune por horménios (BUSKIEWICZ; HUBER; FAIRWEATHER,
2016). Merece destaque também que a testosterona, principal horménio masculino, é
bastante associada & imunossupressao da resposta imune, contudo, ainda néo se sabe em

guais mecanismos ou vias este hormoénio atua para suprimir a resposta imune frente aos
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mais diversos agentes infecciosos, dentre eles a Leishmania (SCHUURS; VERHEUL,
1990).

Na resposta imune contra a leishmaniose 0s macrdéfagos correspondem as
principais células de combate ao parasito e, a depender do seu fenotipo de ativagéo, pode
se tornar um local propenso a multiplicacdo da Leishmania, ou pode controlar a infec¢do
(RODRIGUEZ; WILSON, 2014). O macréfago classicamente ativado (M1), estimulado
por citocinas pré-inflamatorias e pela resposta Thl, é o responsavel pelo controle da
infeccdo devido sua capacidade de producéo de espécies reativas de oxigénio que so 0s
principais ativos no combate a parasitas intracelulares como a Leishmania. J& um
macrdfago (M2), ativado essencialmente por citocinas anti-inflamatorias ou regulatorias
(principalmente a interleucina IL-10) e pela resposta Th2, se torna um meio propenso a
multiplicacdo do parasita, pois torna o macréfago um ambiente anérgico e favorece
mecanismos de evasdo da resposta imune pela Leishmania. Inclusive, ja vem sendo
destacado a capacidade da Leishmania de induzir per si a modulacdo do macréfago para
um perfil anti-inflamatdrio de ativacdo para favorecer sua sobrevivéncia intracelular
(ALEXANDER; BRYSON, 2005).

Ademais, ja se sabe que a testosterona € capaz de induzir o aumento na producao
ativos antiinflamatorios, principalmente da citocina IL-10 (D’AGOSTINO et al., 1999a;
LIVA; VOSKUHL, 2001) e diminuicdo da expressdo de receptores de TLR4 no
macrofago, situacdo que configura uma resposta de caracteristica imunossupressora e que
favorece portanto os agentes infecciosos (RETTEW; HUET-HUDSON; MARRIOTT,
2008). Sendo assim, uma possivel interferéncia direta da testosterona nas células do
sistema imune tem chamado atencao para o estudo da interacdo do eixo imune-enddcrino
no desfecho clinico nas doencas infecciosas e parasitarias.

Portanto, levando em consideracdo a atual lacuna no conhecimento a respeito da
influéncia dos horménios sexuais na funcdo de células imunoldgicas humanas e no
desfecho de doencas infecciosas ainda endémicas como a leishmaniose, este estudo
objetiva avaliar os efeitos da testosterona na diferenciacdo e funcdo microbicida de
macrofagos humanos na infeccdo por Leishmania in vitro. Nossa hipltese € que a
testosterona aumenta as taxas de infeccdo por Leishmania amazonensis por induzir
predominantemente mecanismos de resposta antiinflamatérios no macrofago o que

diminui sua capacidade microbicida.



13

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Leishmanioses

A leishmaniose é uma zoonose causada pela infeccéo por protozoarios do género
Leishmania, parasitos intracelulares obrigatorios com tropismo pelas células do sistema
fagocitico mononuclear humano (BRASIL, 2017). Por muito tempo considerada uma das
doengas negligenciadas em todo o mundo, a leishmaniose ainda se configura como um
grande problema de saude pablica devido as altas taxas de incidéncia e prevaléncia em
todo o0 mundo (ALVAR et al., 2012; WHO, 2016, 2017a). Além disso, apresenta um
amplo espectro clinico e diversidade epidemioldgica, a qual vem passando por franca
expansao de sua &rea de transmissdo, consequéncia do grande movimento de urbanizagéo
do homem além do crescente desmatamento de areas florestais (GARCIA et al., 2011).
Inimeras espécies de flebotomineos vetores estdo relacionadas com a transmissdao da
doenca sendo a espécie Lutzomyia longipalpis, a principal espécie transmissora no Brasil
(BRASIL, 2017).

Existem dois grandes subtipos de apresentacdo clinica da leishmaniose: as formas
tegumentares (LT) e uma forma visceral (LV). As formas tegumentares ainda se
subdividem em outro espectro de apresentacdes clinicas variando desde formas
autolimitadas cutaneas a formas disseminadas, estas atingindo também a regido mucosa
da pele sendo denominadas como: Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL),
Leishmaniose Difusa (LD), Leishmaniose Cutanea Disseminada (LCD) e Leishmaniose
Mucosa (LM) (FOGANHOLI; VANESSA, 2011). Inclusive a LT corresponde a maioria
dos casos de leishmaniose com 0,7 a 1,3 milhdes de casos novos por ano (ALVAR et al.,
2012). Em 2018, dentre os paises da América do Sul, o Brasil foi o pais com o maior
numero de casos informados, com 16.432 casos (84%), a maioria na regido Norte. A
regido Nordeste apresentou sozinha 5.152 casos desde o ano de 2011. Em Sergipe, no
periodo de 2010 a 2015, foram registrados 37 casos com um coeficiente de deteccdo de
0,3 em 2015 (BRASIL, 2015c, 2015d).

Quanto a forma visceral, esta possui carater cronico, sisttmico e quando ndo
tratada, pode evoluir para ébito em mais de 90% dos casos. Nas Ameéricas, a espécie
Leishmania infantum é a principal espécie causadora da LV (BRASIL, 2017). Dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) revelam que, no ano de 2018, o Brasil apresentou
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um namero de 3.466 casos reportados de LV (cerca de 97% dos casos nas Américas) e se
encontra entre os dez paises com 0 maior numero de casos de leishmaniose visceral no
mundo (WHO, 2017b). Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados
de LV ocorreram na Regi&o Nordeste. A medida que a doenca se expande para as outras
regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se modificando e, no ano
de 2015, a Regido Nordeste apresentou 54% do percentual de casos do pais, porém ainda
com 50% do namero de 6bitos por LV (BRASIL, 2015b, 2015e). Sergipe concentra cerca
de 3,5% dos casos, entretanto apresenta o maior coeficiente de letalidade (16,7) e o quarto
maior coeficiente de incidéncia (2,7) encontrado na regido Nordeste no ano de 2015
(ARAUJO, 2017; OPAS, 2017; WHO; PAHO, 2019).

Apesar da diversidade de espécies e formas clinicas, todas apresentam 0 mesmo
ciclo de transmisséo (Figura 01). Inicialmente, insetos vetores infectados ao se alimentar
de sangue de animais domésticos e silvestres infectados por leishmaniose, reservatorios
naturais do parasito, vao apresentar em seu intestino inimeras formas denominadas de
pro-ciclicas, forma reprodutiva ndo infectante, e ali permanecem presas na parede do tubo
digestivo do vetor. Por fim, as promastigotas pro-ciclicas passam por um processo
denominado metaciclogénese, onde deixam de se reproduzir e se tornam infectantes
(promastigotas metaciclicas). Durante a metaciclogénese, as promastigotas sofrem
inimeras modifica¢Bes bioquimicas em sua superficie, perdendo assim sua capacidade de
adesdo ao epitélio do intestino médio do flebétomo. Como resultado, as promastigotas
metaciclicas destacam-se, migram para a faringe e para regides da cavidade bucal do
inseto, de onde elas ficam armazenadas e sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado,
durante o préximo repasto sanguineo. Apds a inoculacdo, as promastigotas precisam
sobreviver aos mecanismos inatos de defesa do hospedeiro. Sendo assim, seu flagelo é
internalizado e passa para a forma intracelular amastigota, que apresenta maior resisténcia
ao meio oxidativo intracelular e consequente maior capacidade de evasdo dos
mecanismos de defesa (BRASIL, 2017). Além disso, vale ressaltar que as mudancas
bioquimicas ocorridas durante a metaciclogénese conferem as promastigotas uma
resisténcia aumentada a quebra pelo complemento e substancias presentes na saliva dos
flebotomineos o que também favorece a infeccdo (DEY et al., 2018; GIRAUD et al.,
2018).
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Figura 01. Ciclo de transmissio da  Leishmaniose.  (Adaptado de CDC

https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

2.2.Aspectos imunoldgicos nas Leishmanioses

Desde o inicio dos estudos envolvendo a imunologia na leishmaniose, muita
énfase vem sendo em macrofagos, devido a sua capacidade microbicida contra a
Leishmania. Essa célula, a depender do seu fenotipo de ativacdo, pode se tornar um local
propenso a multiplicacdo de amastigotas ou pode controlar a infecgdo (LIU; UZONNA,
2012). Ja é de conhecimento a importancia das citocinas do perfil Thl, principalmente
IL-12 e IFN-y, para a ativacdo de macrofagos do tipo M1 e producgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) e nitrogénio (6xido nitrico — NO) o que torna possivel o controle da
infeccdo por Leishmania. No caso da resposta Th2 (anti-inflamatdria), a IL-10 é apontada
como principal citocina responsavel pelo estado anérgico dos macrofagos (fenotipo M2),
que compromete diretamente o controle do parasitismo (DOS SANTOS et al., 2016).

Estudos experimentais em camundongos infectados com diferentes espécies de
Leishmania in vitro e in vivo demonstram um aumento da expressao da enzima arginase,

importante para a producdo de antioxidantes, o que pode regular diretamente o
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crescimento e replicacdo do parasito nas células do sistema imune do hospedeiro sendo
também um importante marcador da gravidade da doenca (BADIRZADEH et al., 2017).

De maneira geral, quando as promastigotas sdo introduzidas na pele, encontram
neste local algumas células do sistema imune (linfécitos T e B, macrofagos residentes,
células de Langerhans). Por um mecanismo ainda nao totalmente esclarecido, envolvendo
receptores e ligantes em ambas as superficies, o parasito adere-se a superficie dos
macrofagos e células de Langerhans passando para o meio intracelular por meio de um
processo de internalizagdo mediada por receptores. Nos macrofagos, 0s parasitos
internalizados ficam dentro de um vacuolo parasitéforo (fagolisossoma), que os separa
do citoplasma celular. Para sobreviver neste ambiente potencialmente toxico, os parasitos
passam por transformacdes quimicas e estruturais para assumir sua forma amastigota para
se multiplicar até a ruptura da célula, quando sdo liberadas para infectar outros
macrofagos, propagando a infeccdo. Aquelas formas promastigotas que ndo forem
internalizadas serdo destruidas no meio extracelular por outras células da resposta inata,
e as particulas antigénicas produzidas neste processo também poderdo ser utilizadas pelas
células apresentadoras de antigeno no processo de reconhecimento antigénico. E
provavelmente neste momento que caracteristicas como intensidade e qualidade da
resposta imune sdo definidas, influenciando assim a evolucdo da doenca para cura
espontanea, formas autolimitadas ou formas progressivas (WHEELER; GLUENZ;
GULL, 2011).

No meio do espectro, a forma tegumentar (LT) representa a forma clinica mais
frequente. Na LT, geralmente a imunidade celular esta preservada, o que pode ser
verificado pela positividade ao teste cutdaneo denominado Reacdo Intradérmica de
Montenegro (IDRM) e de outros testes in vitro, tais como avaliagdo da proliferagao
celular e a producdo de IFN-y em culturas de células mononucleares de sangue periférico
estimuladas com antigenos. Por seu carater ser espectral, algumas pessoas podem se
infectar sem desenvolver doenca (assintomaticos), como € o caso dos individuos positivos
ao teste de Montenegro (DTH+), mas sem historia de LT e sem cicatrizes compativeis
(BRASIL, 2017). A LT é uma doenca relativamente benigna e, alguns dos casos, resolve-
se apos alguns meses, até mesmo sem tratamento. No entanto, algumas espécies do novo
mundo, a exemplo de L. braziliensis, podem atingir a mucosa (LM) ou desenvolver uma
forma mucocutanea (LMC), onde ha grande destruicdo do septonasal, palato mole e
laringe, podendo comprometer significativamente a qualidade de vida do paciente,
afetando desde a alimentagdo podendo até levar a extensa desfiguracdo do nariz.
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Ademais, a L. amazonensis também possui a capacidade de produzir formas mais graves
da doencga como a leishmaniose disseminada (LD), a leishmaniose cutanea difusa (LCD)
e até alguns casos de leishmaniose visceral (LV) (BRASIL, 2017; GOTO; LAULETTA
LINDOSO, 2012)

A resposta imune manifestada na forma mucosa (LM) é caracterizada pelo
exagero das respostas celulares e pela escassez de parasitos. A IDRM geralmente
apresenta-se fortemente positiva, significativamente superior a observada na LT e
ocasionalmente com flictenas e/ou necrose. A resposta proliferativa e a producdo de IFN-
v € TNF-a estimuladas por antigenos também sdo significativamente maiores do que as
observadas na LC. Esta resposta exacerbada do tipo 1 promove destruicao de tecido onde
houver deposito de particulas antigénicas, uma producao relativamente baixa de IL-10,
além também da diminuicdo da expressao nas bidpsias das lesdes de LM do receptor de
IL-10, quando comparada a LC (FARIA et al., 2005). Na leishmaniose cutanea difusa
(LCD) existe uma anergia (auséncia de resposta celular especifica), e esta associada a
acentuada proliferacdo dos parasitos e a disseminacao da infeccdo, mesmo em pacientes
sem causas conhecidas de imunodeficiéncia. Apesar desta auséncia de resposta, 0s niveis
de anticorpos circulantes sdo altos e o perfil de citocinas da resposta imune nestes casos
é predominantemente de perfil anti-inflamatério (Th2), com baixa producdo de IFN-y ¢
niveis altos de IL-10 (BRASIL, 2017).

Referente a Leishmaniose Visceral (LV), o periodo de incubacdo é bastante
variavel, mas geralmente permeia entre 6 meses e 2 anos. A maioria dos casos no novo
mundo é causado por L. infantum porém ha relato de casos causados por L.amazonensis.
O quadro clinico consiste em febre prolongada, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
pancitopenia e se deve a infiltracdo do parasito nas células da medula dssea, figado e
baco. Além disso, ha liberacdo de diversas citocinas inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-
6, principais causadoras da febre nesses pacientes, além de citocinas reguladoras e anti-
inflamatorias com alta producéo de IL-10 e IL-27, que sdo responsaveis pela supressao
da resposta celular especifica a antigenos do parasito, caracterizando esta forma como
uma das mais graves da leishmaniose e que corresponde as maiores taxas de mortalidade
(VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

2.3.Diferenciacéo fenotipica de macrofagos
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Os macréfagos fazem parte das células primarias do sistema imune e sdo
fundamentais tanto na defesa inicial contra microrganismos intracelulares como na
apresentacdo de antigenos para os linfocitos na producdo da imunidade adaptativa. Duas
grandes subpopula¢des de macrofagos sdo divididas de acordo com o fendtipo de ativagdo
celular: os macrofagos classicamente ativados (M1), estimulados por IFN-y e LPS, e os
macrdfagos alternativamente ativados (M2), subdivididos ainda em M2a (apds exposicdo
a IL-4 ou IL-13), M2b (imunocomplexos em combinagdo com IL-1f ou LPS) e M2c (IL-
10, TGF-B ou glicocorticoides) (MEGE; MEHRAJ; CAPO, 2011).

Macrofagos M1 e M2 possuem perfis distintos de producdo de citocinas e
quimiocinas, metabolismo e expressao de fatores de transcricdo (MANTOVANI et al.,
2004; MURRAY et al., 2014; TOMIOKA et al., 2012). Os macrofagos classicamente
ativados (M1) promovem a ativacao dos linfocitos da linhagem Thl, com a producéo de
IFN-y e TNF-a, citocinas que potencializam a produgdo de reativos de oxigénio e
auxiliam portanto a atividade microbicida dos macréfagos fundamental na defesa do
hospedeiro contra os agentes intracelulares (MEGE; MEHRAJ; CAPO, 2011). Ja os
macrofagos M2 participam principalmente na manutencdo da homeostase e na indugéo
resposta imune Th2, contribuindo para a morte de parasitos encapsulados, promogéo do
crescimento de tumores, reparacdo e remodelamento tecidual, além de papel
imunorregulatdrio e anti-inflamatorio (Figura 02). Este ultimo corresponde a um perfil de
macrofago que pode favorecer o crescimento e multiplicacdo de parasitas intracelulares
como no caso da Leishmania (GORDON; TAYLOR, 2005; KATAKURA et al., 2004;
STUMPO et al., 1999; TOMIOKA et al., 2012).

Apoés ativados, os macrofagos desempenham um papel fundamental no processo
inflamatério em diferentes tecidos (LEE; STARKEY; GORDON, 1985). Vaérios
processos celulares comegam apos a ativagdo dos macrdfagos, incluindo a producéo de
enzimas de degradacdo fagolisossomais (ex: proteases, nucleases, fosfatases, lipases e
esterases), ativacdo do metabolismo oxidativo com producédo de superdxido (O2) e a
producéo de oxido nitrico (NO) (VAN ASSCHE et al., 2011).
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Figura 02. Modelo de ativagdo de macréfagos M1 e M2 (Adaptado de Martines et al, 2009 e Robbins &
Cotran, 2012)

Contudo, inimeras moléculas supressoras ou de regulagdo de citocinas podem
influenciar na diferenciacédo e ativacdo de macréfagos M1/M2. Moléculas expressas na
superficie das células do sistema imune inato, como CD40 ja foram descritas como
coestimulatdrias para um perfil de resposta Thl (SILVA et al., 2017). Ja o receptor de
hapto-hemoglobina CD163, assim como sua forma soluvel (sCD163), foi descrito como
um importante biomarcador da severidade da LV, ja que foi encontrado um aumento da
sua expressdo em pacientes de LV com correlacdo positiva com a gravidade da doenca
(SILVA et al.,

inflamatorios levam ao aumento da expressdo de moléculas como o CD40, enquanto que

2017). Vale ressaltar que a ativacdo de células com estimulos pré-

em resposta a um estimulo anti-inflamatorio ocorre aumento significativo dos niveis de
CD163 (VOGEL et al., 2014). Outro receptor celular encontrado na superficie de células
mieloides, 0 TREM-1 (Triggering Receptors Expressed on Myeloid Cells) também
apresenta correlacdo na polarizacdo de macr6fagos e sua expressdo esta condicionada na
inducdo de macrofagos de resposta M1 principalmente com alta expressdo de TNF-a
(SUBRAMANIAN et al., 2017).

Em mamiferos, uma familia de proteinas capazes de suprimir a sinalizacdo de
citocinas, chamadas SOCS (Supressor Cytokine Signaling) modulam a diferenciacdo de
macrdéfagos, direcionando o macrofago para o perfil anti-inflamatério (M2) quando ha
um aumento da SOCS1 ou a diferenciagdo para o perfil M1 pelo aumento da

SOCS3(WILSON, 2014; ZHOU et al., 2017). No caso dos fatores de regulacdo de
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interferon, conhecidos como IRF (Interferon-Regulatory Factors) seis membros sao
reconhecidos por exercer influéncia direta na ativacdo de macrofagos, porém com
destaque para o IRF5 e IRF4 que estdo fortemente associados a polarizagdo de
macréfagos em M1 e M2 respectivamente (CHISTIAKOQV et al., 2018; SAVITSKY et
al., 2010).

Na interacdo classica de macrofagos com parasitos do género Leishmania, o
flagelo da forma promastigota exerce papel fundamental na sinalizacéo inicial da resposta
dos macrofagos. Essa interacdo pode desencadear a liberacdo de fatores intracelulares de
sobrevivéncia do parasito e modulacdo da capacidade fagocitica do macréfago
(PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015; ROTUREAU et al., 2009). A diferenciagdo
de formas promastigotas em amastigotas também esta associada com a sobrevivéncia
deste parasita no meio intracelular de macréfagos por meio da reducdo da taxa de
crescimento e inducdo de um estado metabolico caracterizado pela diminuig&o do influxo
e da utilizacdo de glicose e aminoacidos, reducdo da secrecdo de acidos organicos e
aumento da B-oxidacdo de acidos graxos (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015;
SAUNDERS et al., 2014). Todo esses processos correspondem a mecanismos adaptativos
de evasdo do parasita na resposta efetora dos macrdéfagos e tal situacdo confere
manutencdo desta forma biol6gica ativa mesmo em um nicho intracelular pobre em

nutrientes.

2.4.Influéncia dos hormdnios no sistema imune

Desde 1930, tem sido demonstrado a importancia da interacdo entre o eixo
enddcrino-imune na resolucdo de doencas infecciosas. Estudos realizados com ratos
hipofisectomizados (com deficiéncia de todos os horménios pituitarios) demonstraram
graus de atrofia do timo, confirmando assim as fortes relacGes dos hormdnios pituitarios
com o sistema imune (SMITH, 1930). Outros estudos também realizados com ratos
hipofisectomizados, mostraram que estes animais tinham diferentes compartimentos do
sistema imune comprometidos havendo restauracao da resposta imune celular e humoral
com a administracdo de hormonio de crescimento (GH) ou prolactina (GALA, 1991).
Edwards et al, em 1991, também apresentaram que ratos hipofisectomizados sdo mais
susceptiveis aos efeitos letais da bactéria Salmonella typhimurium, devido a inabilidade

dos macrofagos tornarem-se ativados (EDWARDS et al., 1991).



21

O hormonio do crescimento possui a capacidade de induzir a producdo do fator
de crescimento insulina-simile I (IGF-I), e ambos agem como hormonios anabolicos e
moduladores do estresse em muitas células, incluindo as do sistema imune. Evidéncias
da literatura apontam propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias do IGF-1 em
resposta a microorganismos (RODRIGUES et al., 2011). Estudo realizado por nosso
grupo de pesquisa mostra que a adicdo de IGF-1 ao meio cultura aumenta a quantidade
macrofagos infectados mediante desafio com cepa de Leishmania amazonensis
(BARRIOS et al., 2019)

O hormaonio tireoidiano e o cortisol também tém ac6es bem definidas no sistema
imune. Camundongos com hipotiroidismo e com nanismo por mutacdo no fator de
transcricdo Pit-1(Snell-Bagg) apresentavam deplecdo de celulas pré-B, sendo que o
tratamento com T4 restaurou os niveis destas células (MONTECINO-RODRIGUEZ et
al., 1997). Quanto ao uso de corticoesteroides, estes possuem efeitos anti-inflamatorios e
podem desviar a resposta imune adaptativa do tipo Th1l para Th2, através da inibi¢éo da
producdo da IL-12 pelas células dendriticas e macréfagos (AGARWAL; MARSHALL,
2001). Doses mais elevadas de corticdides em linfocitos humanos inibem a proliferacéo
de linfocitos T e induzem apoptose de linfocitos T CD4+ periféricos (DOBASHI et al.,
2001). Contudo, os efeitos imunossupressores dos glicocorticdides sdo antagonizados
pelas acdes do GH e da prolactina, possibilitando a homeostasia imune durante 0s
periodos de doenca (DORSHKIND; HORSEMAN, 2000).

Quanto aos horménios sexuais, hd muito tem sido reportado na literatura que o
estrégeno pode aumentar a fagocitose por macréfagos, de eritrécitos opsonizados por 1IgG
(FRIEDMAN; NETTL; SCHREIBER, 1985), sendo confirmada a presenca de receptores
de androgeno e de estrdgeno na superficie celular de macrofagos (KLEIN, 2004).
Também foram descritas células da resposta imune que possuem receptores intracelulares
para o estradiol (MOR et al., 2003; VAN AGTHOVEN et al., 1994). Além disso, estudos
realizados em ratos orquiectomizados mostram maiores chances destes de contrair
tireoidite autoimune com diminuicdo relativa dos casos quando ha a administracdo de
testosterona (AHMED; PENHALE, 1982). Ja nas mulheres, a prevaléncia das agdes pro-
inflamatorias € vantajosa nas situacdes de infeccdes porém estas possuem maior risco de
doencas autoimunes (STRAUB, 2007).

2.5.Papel da testosterona na resposta imune contra agentes infecciosos



22

Guerra-Silveira & Abad-Franch (2013), mostraram uma clara predominancia do
sexo masculino na incidéncia de tuberculose, leptospirose, meningite meningococica e
hepatite A e na incidéncia dos diferentes fenotipos clinicos da Hanseniase. Alem disso,
devido a maior exposi¢gédo a comportamentos de risco e a condigdes laborais insalubres,
0s homens estariam mais propensos ao adoecimento (GUERRA-SILVEIRA; ABAD-
FRANCH, 2013). No entanto, em um levantamento dos casos de hanseniase no periodo
de 2005 a 2010, no estado de Sergipe, ndo houve diferencas no nimero total de casos nos
diferentes sexos, porém houve uma forte associagdo de formas multibacilares com o sexo
masculino (OR 2.9, 95% CI [2.46 a 3.30]; p < 0.0001) (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Ja é de conhecimento que a testosterona € capaz de induzir mecanismos
regulatorios a favor de fatores de transcrigdo préinflamatorios como p38 MAP kinase
(BENTEN et al., 2004), o que reduz a sintese de citocinas inflamatdrias, como o TNF
(NFx-B) (MCKAY; CIDLOWSKI, 1999), altera a liberacdo de citocinas inflamatdrias
por macrofagos (ANGELE et al., 1998; KNO et al., 2003), reduz atividade de células NK
(HOU; WU, 1988) e diminui a capacidade microbicida de neutréfilos humanos (POPP
MARIN et al., 2010).

Além disso, estudos vem ressaltando a influéncia da testosterona em células
imunologicas pelo aumento na producéo de IL-10 (D’AGOSTINO et al., 1999b; LIVA;
VOSKUHL, 2001) e diminuicdo da expressdo de TLR4 (receptor de macrdfagos
associados a resposta pré-inflamatoria), configuracdo predominante de respostas
imunossupressoras (RETTEW; HUET-HUDSON; MARRIOTT, 2008). Ja o estrogeno
aumenta a resposta imune protetora, aumentando a atividade do interferon-gama (FOX;
BOND; PARSLOW, 1991) e promovendo maior citotoxicidade pela producéo de IL-1,
IL-6 e TNF por células NK (SIRACUSA et al., 2008) além de diminuir a producéo de IL-
4, 1L-10 e TGF-B (SALEM; HOSSAIN; NOMOTO, 2000).

Em geral homens sdo mais suceptiveis a infeccdes bacterianas comparado as
mulheres, isso devido ao carater imunosupressor da testosterona em contraponto com o
estradiol, que funciona como ativador desse sistema. Frente ao estimulo de infeccdo por
LPS, ja € descrito que a testosterona é capaz de induzir uma diminuigdo da atividade das
células NK com produgdo de citocinas antiinflamatérias principalmente IL10 e
consequente menor producdo de citocinas pré-inflamatoérias como TNFa através da
inibigdo da via da NFkB. A progesterona, principalmente quando altamente expressa
durante o periodo gestacional da mulher, também modula o sistema imune conduzindo

uma resposta predominantemente antiinflamatdria principalmente pelo aumento da
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expressdo da SOCS1 enquanto inibe a produgdo de INFy e TNFa. Por outro lado, o
estradiol possui seu efeito essencialmente pré-inflamatdrio, com aumento da atividade de
células NK, ativagdo da via NFkB e estimulo a produgado de citocinas como TNFa, IL1,
IL6, IL17 e IL23, o que confere &s mulheres maior controle e resisténcia a infeccdo
bacteriana (Figura 03) (GARCIA-GOMEZ et al., 2013). No entanto, ainda permanece
pouco esclarecido o papel da testosterona na funcéo efetora de macréfagos humanos que

foram expostos a infec¢do por Leishmania.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da testosterona na funcéo efetora de macréfagos em modelo infeccao

por Leishmania amazonensis in vitro

Hipdtese: A testosterona possui efeito modulador na sinalizacdo dos macrofagos

tornando-os mais susceptiveis a infeccdo por Leishmania.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Verificar a influéncia da testosterona na atividade microbicida de macrofagos

humanos, in vitro, em modelo de infec¢do por Leishmania amazonensis;

Hipotese: Celulas estimuladas com o hormdnio testosterona apresentam maiores taxas

de infecgdo por Leishmania;

Il.  Awvaliar o perfil de citocinas e moléculas coestimuladoras produzidas por macrofagos

estimulados com a testosterona e submetidos a infeccdo por Leishmania amazonensis;

Hipdtese: Macréfagos pré-tratados com o horménio testosterona apresentam uma menor
producédo de citocinas e marcadores pré-inflamatorios de ativacéo o que explica o maior

parasitismo nestas células;

I11.  Identificar o perfil de expressdo génica e vias de sinalizacdo apresentados por células

pré-tratadas com o horménio testosterona infectadas por Leishmania amazonensis;

Hipotese: O pré-tratamento de macréfagos com o horménio testosterona diminui a
expressdo de moléculas e fatores de transcricdo associados ao perfil pro-

inflamatorio/efetor de resposta.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Local de estudo, populacéo de referéncia, critérios de incluséo e excluséo

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular
(LIBM) nas instalagdes do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe
(HU/UFS). Trata-se de um estudo experimental ndo randomizado com amostragem por
conveniéncia. Foram incluidos 11 individuos do sexo masculino (n= 11), na faixa etaria
de 18 a 40 anos e excluidos do estudo pessoas em estado de infecgdo aguda ou condigédo
clinica que poderiam interferir na resposta do sistema imune, tais como: HIV, HTLV-I,
Diabetes Mellitus, condi¢des autoimunes diagnosticadas, gestacdo, vacinagdo recente,
uso de medicamentos imunossupressores recente ou ha mais de 15 dias consecutivos (no
caso de corticoesterdides) além de individuos que estejam em tratamento de reposicao

hormonal com testosterona ou uso de hormonio do crescimento.

4.2. Isolamento, cultura e diferenciagdo de mondcitos do sangue periférico

Para o isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi
coletada amostra de sangue periférico (30 ml) em material previamente heparinizado e
diluido em solugdo salina estéril a 0,9% na proporcdo de 1:1. Em seguida, a amostra
diluida foi fracionada em tubos contendo 05 mL do reagente Histopaque (Sigma-Aldrich)
para cada 10 ml de sangue diluido e centrifugado a 400g de forca, por 35 minutos a 25°C,
formando diferentes camadas celulares de acordo com o gradiente de densidade. Foi
coletada apenas a camada correspondente as células mononucleares, na interface entre o
Histopaque e o plasma, as quais foram submetidas a duas lavagens em soro fisioldgico
0,9% e centrifugadas na tentativa de preservar somente as células mononucleares. Em
camara de Neubauer, ap6s diluicdo com solucdo de Turck, estas células foram
contabilizadas e do total de células, 2,5x10%/poco foram semeadas em placas de cultura
de 24 pogos em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 20% de Soro
Bovino Fetal (SBF- Cultilab, Brasil) e solucdo antimicrobiana (Penicilina +
Estreptomicina), a fim de evitar crescimento bacteriano no meio de cultura e consequente
ativacdo indevida das células.

Os monocitos cultivados in vitro aderem ao fundo da placa ap6s duas horas em

condicBes adequadas, com estufa a 37°C e CO? a 5%. As células ndo aderentes foram



26

retiradas ap0s troca do meio de cultura correspondente. Apos 24 horas, foi realizada a
lavagem dos pocos com solucdo salina estéril, renovando por fim o meio RPMI
suplementado. A cultura foi mantida na estufa até a completa diferenciagdo das células

em macro6fagos por cinco dias de cultura.

4.3. Estimulo com Testosterona

O estimulo foi realizado utilizando-se solu¢do do horménio testosterona em
acetonitrila (1.0 mg/mL, Testosterone Solution, T-037, Cerillant, Saint Louis, USA).

Nesse sentido, as celulas foram cultivadas com o estimulo de doses fracionadas de
testosterona (0, 10, 20, 40, 80 e 160 nM) com reposicdo do estimulo e troca do meio de
cultura a cada dois dias até o final do processo (seis dias) com a infec¢do destas células

por parasitos Leishmania amazonensis.

4.4. Cultura de promastigotas de L. amazonensis

Foi utilizada a cepa laboratorial de Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/73M2269 - modificada geneticamente para a expressao da proteina verde
fluorescente —GFP (SILVA et al., 2017) criopreservadas do LIBM (HU/UFS). Os
parasitos séo mantidos em sua forma promastigota em criotubos a -80°C em solucéo
especifica de congelamento (10% DMSO). Apds o descongelamento de uma aliquota, as
promastigotas séo cultivadas em meio de cultura Schneider (GIBCO) suplementado com
10% de SBF, acrescido de Penicilina + Estreptomicina (propor¢do 1mL:10uL) e
Hygromicina (propor¢do 1mL:5uL) em garrafas para cultura acondicionadas em estufa
(24°C). Seu crescimento é acompanhado por 07 dias, periodo que os parasitos atingem a

sua fase mais infectiva (estacionaria).

4.5. Infeccdo in vitro de macrofagos com Leishmania amazonensis

Apo6s atingido o periodo de crescimento ideal das formas promastigotas da
Leishmania amazonensis (fase estacionaria) estas foram submetidas a centrifugacdo para
separacao das promastigotas vivas que foram diluidas em salina estéril a 0,9% seguindo
para a contagem na camara de Neubauer, por microscopio optico. A infeccdo dos
macrofagos foi realizada na propor¢do de 20 promastigotas para cada macréfago (20:1).
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Ap0s duas horas de infec¢do os pocos foram lavados duas vezes com salina estéril 0,9%
para remocao dos parasitos nao internalizados, finalizando com a adi¢cdo de meio RPMI.
Apos 18 horas de infeccéo, foi realizado o descolamento das células aderidas do fundo da

placa para posterior leitura e analise por citometria de fluxo.

4.6. Citometria de Fluxo (FACS-CANTO II)

As células foram lavadas com PBS-SBF (2%) e incubadas com anticorpos
monoclonais especificos, conjugados com fluorocromos (Biolegend), a 4°C, por 30
minutos protegidas da luz, segundo instrugdes do fabricante. Apds a marcacao, as células
foram lavadas com PBS-SBF (2%) e fixadas com PBS-Formaldeido (4%) para aquisi¢ao
dos dados em citdmetro de fluxo FACS CANTO Il (BD Biosciences) e analise em
software especializado FlowJo (Tree Star). Para analisar o fenétipo de superficie dos
macréfagos infectados, foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais: anti-
CD163-PE, e anti-CD40-APC. Para marcacao intracelular foram utilizados anti-TNF-
alpha-PerCP-Cy5.5, anti-IL-12-APC, anti-IL-4- PerCP-Cy5.5 e anti-1L-10-APC (Tabela
01). Os dados da citometria foram apresentados de acordo com a porcentagem de células,
a intensidade da mediana de fluorescéncia (MFI) assim como a razdo entre essas duas

variaveis considerando a porcentagem de mudanga (IMFI “fold change ")

Anticorpos de superficie

Anti-CD40- V510 Proteina coestimulatoria associado a ativacdo de resposta

Th1 em macro6fagos

Anti-CD163- PE Receptor de hapto-hemoglobina associado a via alternativa

de ativacdo de macrofagos(M2)

Anticorpos intracelulares

Anti-TNFa - PECy5.5 | Citocina proinflamatéria secretada principalmente por

macrdfagos

Anti-1L10- APC Fator desativante de macréfagos inibindo a proliferacédo de
resposta Thl

Anti-1L12- APC Aumenta secre¢ao de IFNy em macréfagos ativados e induz

aviaThl
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Anti-1L4- PECy5.5 Possui caracteristica anti-inflamatoria e ativa via alternativa
de macrofagos (M2)

Quadro 01. Relagao de anticorpos para anélise de citometria de fluxo

4.7.Expressdo génica por PCR em tempo real (RT-PCR)

As células nas mesmas condi¢Ges do experimento analisado por FACS foram
expostas ao reagente Trizol (Invitrogen) para extracdo de mRNA (RNA mensageiro) por
meio de protocolo especifico sugerido pelo fabricante. Em seguida foi confeccionada
molécula de DNA complementar (cDNA) com Kit especifico contendo a transcriptase
reversa (High Capacity- Invitrogen) também seguindo protocolo do fabricante. O cDNA,
por ser uma molécula mais estavel serve de amostra para a amplificagdo génica pela
técnica da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) onde por meio do
uso de primer e sondas especificas para determinados genes, a partir da ciclagem
programadas de temperaturas, pode-se detectar a expressdo relativa desses genes nas
amostras estudadas pela metodologia de AACt. As amostras foram analisadas em
equipamento de PCR em tempo real ABI 7500 fast (Thermo-Fisher). Foram analisados
genes inerentes tanto uma resposta inflamatoria (TREM-1, AlF-1, TLR4, SOCS1 e IRF5)
e de resposta anti-inflamatoria/regulatéria (IL10, STAT6, SOCS3 e IRF4). Todas as
sondas utilizadas foram adquiridas da Thermo-Scientific e sdo certificadas pela empresa

para analise com padrédo de qualidade garantido (Best coverage).
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Individuos saudaveis dentro
dos critérios de inclusdo e com
TCLE (n=11)

Coleta de sangue periférico

Separagao de PBMC

Estimulo com testosterona

(0-160nM)

5 dias

Infeccido de macrofagos por
Leishmania amazonensis (GFP)

18 hs l

Macrofagos infectados

Marcagao com anticorpos Coleta do RNA
(moléculas de superficie e ‘
mtracelular) :
Expressao génica

| mRNA (RT-PCR)
Analise
(citometria de fluxo)

Figura 04. Fluxograma experimental geral.

4.8. Analise estatistica

Como teste de normalidade foi utilizado o teste D"Agostino e Pearson. As
comparagdes entre duas condigdes de tratamento foram analisadas utilizando o teste T de
Student (dados com distribuicdo normal) ou MannWhitney (dados que ndo obedeceram
a distribuicdo normal). Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software
GraphPad Prism 7 (Graphpad software, San Diego, CA, USA).

4.9.Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa segue as recomendacgdes da Normativa 466/2012 e faz

parte de um projeto maior do grupo de pesquisa que ja foi aprovado pelo Comité de Etica
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em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe, antes do
inicio de sua execucdo, CAAE 0152.0.107.000-07. Ademais, o0 presente estudo nao
proporcionou nenhum grande risco para 0s sujeitos da pesquisa, além de um pequeno
desconforto decorrente de procedimentos simples largamente utilizados na atencdo
médica aos pacientes, como punc¢do venosa. A punc¢do venosa foi realizada seguindo as
recomendacbes do CDC (Center for Disease Control), utilizando-se equipamento
descartavel e luvas de protecdo. Este procedimento pdde causar dor local e pequena area
de equimose, a qual foi evitada por compressdo adequada da &rea de puncdo e uso de
curativo oclusivo. Na ocorréncia de equimose, estava previsto o tratamento com Gel anti-
inflamatorio topico.

Outro risco potencial do estudo foi o de perda da confidencialidade dos dados. A
coordenadora geral do projeto € responsavel por guardar com seguranga 0S arquivos
fisicos (questionarios e TCLE), eletrdnicos (Banco de dados, resultados brutos) e as
amostras do projeto no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Hospital
Universitario. O unico documento que contém a identificacdo do paciente é o TCLE, o
qual se encontra estocado em local separado dos outros documentos. Assim, nenhum dado
clinico, imunoldgico ou de outra natureza do banco de dados podera ser associado ao
sujeito da pesquisa. As amostras bioldgicas (soro, sobrenadantes de cultura, DNA ou
RNA) dos pacientes sdo armazenadas no Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular
do Hospital Universitario em freezers -20 e -80°C, sob a responsabilidade dos Professores
Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Coordenadora do projeto) e Dr. Roque Pacheco de Almeida
(Chefe do Laboratério).
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5. RESULTADOS

Infeccdo de macrofagos pré-tratados com testosterona por promastigotas de

Leishmania amazonensis

Foram recrutados um total de 11 individuos do sexo masculino com média de idade
de 29,7 £ 7,21 anos. Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico para a
separacgdo das células mononucleares. Estas células durante todo o periodo de diferenciacdo
foram estimuladas com doses gradativas de testosterona e, apés a infeccdo por L.
amazonensis (GFP) foram analisadas por citometria de fluxo, tanto na porcentagem de
células que expressam GFP (indicando a quantidade de células infectadas) quanto na
mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) da GFP como indicador proporcional da taxa

de infeccdo de cada célula (Figura 5A e B).
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Figura 05. Infeccéo por Leishmania em células pré-tratadas com testosterona. Macrdfagos estimulados a
cada 02 dias com doses fracionadas de testosterona e submetidas a infeccdo por cepas da L.amazonesis
(proporgéo 20:1) por um periodo de 18 horas de infec¢do. Estas células foram coletadas para analise por
citometria de fluxo sendo demonstrado em (A) a quantificacdo da porcentagem de células infectadas
expressando GFP assim como em (B) a mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula GFP (taxa
de infec¢do) nas células infectadas e pré-tratadas com o hormonio. Na primeira barra representa o macréfago
infectado sem o estimulo com testosterona(controle) e demais correspondem a infecgdo por L.amazonensis em
diferentes concentragdes do horménio testosterona (0, 10, 20, 40, 80, 100 e 160nM), n= 11, *p= <0,05, teste
de Mann Whitney, grupos tratados comparados ao controle.

Foi observado que o pré-tratamento com testosterona aumenta significativamente a

quantidade de células infectadas (quantificadas pela expressdo de GFP), nas doses de 80 nM
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e 160 nM (Figura 5 A). No entanto, nao foi observado uma diferenca significativa na MFI,

na comparacéo entre as doses utilizadas (Figura 5 B).

Perfil de citocinas produzidas por macrofagos infectados por Leishmania com e sem

estimulo da testosterona

Macrofagos pré-tratados com testosterona foram submetidos a infecgdo por L.
amazonensis e marcados com anticorpos especificos para avaliagdo dos principais
marcadores para macréfagos do tipo de resposta inflamatoria (M1) (CD40, IL12 ¢ TNFa) e
de resposta anti-inflamatoria (CD163, IL10 e 1L4) (M2) por citometria de fluxo (Figura 6).
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Figura 06. Perfil celular por citometria de fluxo. Macréfagos pré-tratados com testosterona e submetidas a
infecgdo por cepas da L.amazonesis (propor¢do 20:1) apdés 18 horas de infeccdo foram marcados com
anticorpos de superficie (A) CD40 (n=08) e (B) CD163 (n=11) além da citocinas como (C) IL4 (n=6), (D)
IL10 (n=5), (E) TNFa (n=5) e (F) IL12 (n=6). A quantificacdo foi feita pela multiplicacdo (iMFI) da
porcentagem de células expressando esses marcadores com a mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI)
da respectiva molécula e representados no gréafico por percentual de mudanga (Fold change) em comparagéo a
um grupo controle, considerado basal. As trés primeiras barras representam o macréfago com estimulo da
testosterona (0, 80 e 160nM), as demais correspondem a infecgdo por L.amazonensis nas trés condices.

Foi observado, portanto, que o pré-tratamento de macrofagos com testosterona induz

uma reducdo significativa (p=0,03) na expressdo da molécula CD40 principalmente quando
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comparado a infeccdo com e sem pré-tratamento com testosterona. (Figura 6 A). Também
foi observado uma tendéncia no aumento da expressdo de CD163 no estimulo da testosterona
e na infeccdo na dose de 160 nM (Figura 6B). Quanto as citocinas antiinflamatdrias, apesar
de uma possivel queda na expressao de IL4 nos macrofagos estimulados com a testosterona,
ndo foi observado um padrdo comparado com a infeccdo (Figura 6C). Contudo ha uma
tendéncia no aumento da a IL10 na infeccdo por Leishmania que com o aumento do nimero
de experimentos pode ser confirmado (Figura 6D). Para as demais citocinas ndo foi

observado um padrdo comparavel de resultados (Figura 6E e 6F).

Analise da expressdo génica em macrofagos tratados com testosterona e infectados por

Leishmania

A expressdo de mRNA de macréfagos infectados e pré-tratados com testosterona
(80nM) comparados com o controle (sem hormonios, OnM), por meio de gPCR mostra a
quantificacdo relativa da expressdo de genes de resposta tanto inflamatéria quanto anti-
inflamatdria (Figura 07).
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Figura 07. Perfil de expressdo génica de proteinas de sinalizacdo. Macréfagos pré-tratados com testosterona
(80nM) e submetidas a infecgdo por cepas da L.amazonesis (proporcdo 20:1) apds 18 horas de infeccdo foi
coletado para quantificacdo relativa de mRNA de fatores de transcricdo como (A) SOCS1, (B) IRF5, (C)
SOCS3 e (D) IRF4. Na primeira barra representa 0 macréfago puro (controle), a segunda macréfagos apenas
estimulados com 80nM de testosterona e demais correspondem a infeccdo por L.amazonensis nas duas
condicBes, n= 06, valor de p gerado por teste estatistico de Mann Whitney.
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Foi observado um aumento significativo da proteina de sinalizacdo SOCS1 (p=0,04)
com diminuicdo de fator IFR5 (p=0,05) na infeccdo de macrofagos pré-estimulados com
testosterona (Figura 7 A e B). Além disso, apesar de um possivel aumento da SOCS3 e
diminuicdo do fator IRF4 também ser observado, principalmente apds o estimulo da

infeccdo, resultado ndo é significante (Figura 7 C e D).
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Figura 08. Perfil de expressdo génica. Macrdfagos pré-tratados com testosterona (80nM) e submetidas a infeccéo
por cepas da L.amazonesis (proporcao 20:1) apds 18 horas de infeccdo foi coletado para quantificacdo relativa de
MRNA de fatores de transcricdo como (A) TREML1, (B) AlIF1, (C) TLR4 e (D) STAT6. Na primeira barra
representa 0 macréfago puro (controle), a segunda macrofagos apenas estimulados com 80nM de testosterona e
demais correspondem a infeccdo por L.amazonensis nas duas condi¢des, n= 06, valor de p gerado por teste
estatistico de Mann Whitney.

Outros genes da resposta inflamatdria e antiinflamatéria de macrofagos analisados
foram AIF1, TREM-1, TLR4 e STATG6 (Figura 08). Apesar de ndo apresentar diferencas
significativas entre os grupos foi observado uma tendéncia da testosterona per si causar uma
diminuicdo da expressdo de genes associados com a resposta pré-inflamatoria em
macrofagos como o TREM-1 e AIF-1, que também com o aumento do numero de
experimentos pode ter sua posi¢do modificada.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostra o efeito do tratamento com testosterona em macrofagos
humanos no aumento da infeccdo por Leishmania amazonensis in vitro. Além disso, 0
tratamento com a testosterona potencializou a reducdo na expressao de CD40 na superficie
dos macrofagos, e induziu um aumento da expressdio do mRNA do gene SOCS1 e a
diminuicdo do fator de transcricdo IFR5, sendo esta, portanto, uma possivel via pela qual a
testosterona suprime 0s mecanismos microbicidas dos macrofagos na infecgdo por
Leishmania. Assim, pode-se afirmar que a via da testosterona funciona como um potencial
facilitador da infeccéo por Leishmania em macréfagos.

A presenca de receptores hormonais nas células do sistema imune inato e especifico
torna estas células capazes de produzir e secretar uma gama de peptideos e horménios locais
assim como sofrer influéncia dos mesmos (D’AGOSTINO et al., 1999a; SCHUURS;
VERHEUL, 1990). Este fato remete a uma acao do eixo imuno-endocrino na manutencao
da homeostase. No entanto, a regulacdo do sistema imune por horménios, principalmente na
interacdo com patdgenos, ainda nao é bem clara.

Diversos estudos descreveram um maior acometimento de homens em doencas
causadas por agentes infecciosos, principalmente por agentes intracelulares, incluindo entre
elas a leishmaniose (BABOOLAL et al., 2009; MOCK; NACY, 1988; PINZAN et al.,
2010a; TRAVI et al., 2002). Estudo realizado no estado de Sergipe, por Campos et. al., em
2017, também relata uma maior frequéncia de casos de LV em homens principalmente a
partir de 15 anos (CAMPOS et al., 2017). Adicionalmente, Oliveira et al., no ano de 2012,
descrevem resultado semelhante na comparagdo entre 0s sexos nos casos de Hanseniase
também no estado de Sergipe, com uma maior frequéncia de homens apresentando a forma
multibacilar da doenca (onde h& maior proliferacdo de M. leprae em macréfagos e maior
disseminacéo da hanseniase) (DE OLIVEIRA et al., 2012). Apesar desse dimorfismo sexual
h& muito ser relacionado a fatores comportamentais que insere 0 homem num grupo de maior
fator de risco a exposicdo de patdgenos, tal situacao levanta a hipotese que este efeito possa
ter uma influéncia bioldgica possivelmente por regulacdo dos hormdnios sexuais.

Estudos experimentais tém dado suporte a este efeito da testosterona nas doencas
infecciosas. Por exemplo, estudos realizados em modelos de aves de espécie Lagopus
lagopus scoticus utilizando tratamento com implantes de testosterona e submetendo-os a
infeccdo por um dos principais parasitos que acomete a espécie (0 nematodeo

Trichostrongylus tenuis) observaram que os machos que foram tratados com testosterona
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apresentaram significativamente mais infeccdo pelo parasito comparado aos controles ndo
tratados (MOUGEOT; REDPATH; PIERTNEY, 2006; SEIVWRIGHT et al., 2005).
Estudos in vitro, utilizando a espécie de Leishmania donovani como modelo de infeccdo, em
macréfagos murinos derivados da medula dssea, reafirmam que o tratamento com
testosterona aumenta significativamente a infeccdo por parasitos Leishmania (LIU et al.,
2005; YIN et al., 1998). Nosso estudo também demonstrou o0 aumento na quantidade de
células infectadas por Leishmania in vitro e € o primeiro a relatar o efeito da modulacéo da
testosterona na infecgdo de macrofagos derivados do sangue periférico humano.

A permanéncia de parasitos dentro de macrofagos € determinada pelo balango entre
a habilidade da resposta imune em ativar macrofagos infectados e a habilidade dos
mecanismos evasivos dos parasitos (MUKBEL et al., 2007) além da influéncia do proprio
microambiente (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Dentre os mecanismos de
evasdo da Leishmania contra a atuacéo efetora dos macréfagos, as vias hormonais podem
tanto favorecer a proliferacao do parasita ou até mesmo aumentar sua infectividade (GOTO
et al.,, 1998; HORIKAWA,; PENA, 2011; OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005). Os
dados do presente estudo sugerem que a testosterona néo tem efeito direto na diferenciacéo
dos macréfagos, porém apresenta uma acao potencializadora da infec¢do por Leishmania.
Contudo, ainda ndo estd esclarecido se os horménios atuam aumentando a entrada do
parasito nos macrdfagos, aumentando sua proliferacdo, ou se ha uma combinacao de efeitos
sobre 0 macrofago e o parasito na ativacao e diferenciacdo destes macréfagos interferindo,
portanto, no combate contra agentes infecciosos.

A capacidade supressora da testosterona em macr6fagos murinos em resposta a
endotoxina de lipopolissacarideos (LPS) foi associada a diminuicdo da expressdo de TLR4,
importante receptor para ativacdo da resposta inflamatdria nestas células (RETTEW; HUET-
HUDSON; MARRIOTT, 2008). Em outro estudo agora utilizando modelos murinos
castrados e tratados com ambos hormonios sexuais (estradiol e testosterona) observaram
que, no caso de uma infeccdo fungica por Paracoccidioides brasiliensis, o tratamento com
testosterona induz uma menor producdo de INFy (principal citocina pro-inflamatoria no
combate a este parasita) e maior producdo de IL-10 comparado com o tratamento com o
estradiol, que apresenta um efeito protetor em resposta a infeccdo por este fungo (PINZAN
et al., 2010b). No estudo em questdo, foi observado uma modulacéo significativa do pré-
tratamento com testosterona na resposta contra a Leishmania amazonensis na molécula de
superficie CD40, a qual ja é descrita como uma molécula associada a resposta pro-
inflamatoria e que é ativada principalmente pela producdo de IFN-y (WIEHAGEN et al.,
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2017). Além disso, apesar de ndo apresentar significancia estatistica, foi observado uma
tendéncia no aumento na producdo da IL-10 nos macréfagos infectados que foram
submetidos ao estimulo da testosterona. O aumento do numero de experimentos
(principalmente para a marcagdo das citocinas intracelulares como IL-10 ou dosagem do
sobrenadante das culturas) poderiam esclarecer mais informacdes a respeito dessa influéncia
da testosterona na diferenciacdo dos macrofagos.

Na Gltima década, varios estudos avaliando fatores genéticos de parasitos e de
hospedeiros demonstraram que esta variavel esta fortemente associada a diferentes formas
clinicas, revelando biomarcadores relevantes para a compreensdo da patogénese da doenga
(HIPPOLITO et al., 2019; REGO et al., 2019). Estudo realizado com isolados de cepas da
Leishmania braziliensis de diferentes apresentagdes clinicas de pacientes com LT mostrou
que a infecgé@o pode causar uma redugédo na expressdo em fatores de transcricdo associados
aos receptores do tipo Toll (TLR) e outras citocinas que em conjunto levam o macrdfago a
um estado anérgico e consequentemente favorece a infeccdo (CACHO TEIXEIRA et al.,
2018).

Proteinas de sinalizacdo, como as SOCS (Supressors Of Cytokines Signaling), atuam
induzindo um feedback negativo na sinalizacdo de diversas citocinas. Compreende uma
familia de proteinas SOCS1-7 e sua expressdo esta associada a diferenciacdo da resposta
ativacdo/supressdo em macréofagos (WILSON, 2014; ZHOU et al., 2017). Estudos tem
demonstrado que a alta propor¢do da SOCS1 pode ser considerado um marcador de
macrofagos do tipo M2 enquanto que a alta expressdo de SOCS3 esta associado a
macréfagos M1 (LIU et al., 2016). Além disso, microRNAs associados a degradacdo da
SOCS1 produzem uma maior resposta inflamatoria de macrofagos configurando um maior
perfil M1 (MA et al., 2017; ZHANG et al., 2016). No presente estudo, o tratamento das
células com testosterona junto a infeccdo por Leishmania foi capaz de induzir o aumento
significativo da SOCS1, o que sugere, portanto, o uso desta via para supressdo da resposta
inflamatoria do macrofago.

Outra molécula associada a diferenciacéo e polarizacao de macrofagos sao os fatores
de regulacdo de interferon (IRF- Interferon-regulatory factors). Existe cerca de nove
membros descritos da familia IRF1-9 porém apenas seis (IRF1-5 e IRF8) estdo associados a
polarizacdo de macrofagos sendo o IRF5 o principal associado a diferenciacdo para o
macréfago M1 e IRF4 para um macréfago do tipo M2 (CHISTIAKOV et al., 2018;
SAVITSKY et al., 2010). A queda na expressao do IRF5, pode confirmar o efeito supressor
da testosterona na infeccdo por Leishmania junto com ativacdo da SOCS1.
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Além disso, outros genes associados a resposta inflamatoria/anti-inflamatoria foram
analisados e apesar de ndo haver significancia estatistica, a observa¢ao de uma diminuicéo
mais expressiva de moléculas pro-inflamatérias, como no caso do AIF1 e TREML1 nas
células pré-tratadas com a testosterona, demonstra um papel importante do horménio na
inducdo de um macréfago ineficiente para a resposta contra este parasito. No entanto, sera
necessario um aumento do nimero de experimentos para trazer mais revelagdes acerca deste
perfil observado.

Merece destaque o estudo realizado por Kumar et. al. ,2018, o qual demonstrou que
a Leishmania donovani é capaz de induzir a via de sinalizacdo do mTOR (Mammaliam
Target of Rapamycin), que resulta na diminuicdo da expressdo de marcadores para
macrdfagos do tipo M1 (EROS, NO, iNOS, TNF-a, IL-1B entre outros) ¢ aumento de
marcadores de macrofagos M2 (IL-10, CD163, TGF-B), e que ao inibir a ativacdo do mTOR,
com uso da rapamicina (inibidor seletivo desta via), hd uma diminuicdo da sobrevivéncia da
Leishmania nos macréfagos (KUMAR et al., 2018). Portanto, sabendo que a testosterona
ativa a via do mTOR em baixas concentracdes de testosterona para induzir hipertrofia
muscular (BASUALTO-ALARCON et al., 2013; WHITE et al., 2013), segue como
perspectiva deste estudo analisar se a testosterona também estaria atuando por meio da
ativacdo desta via na infeccdo de macrdfagos humanos infectados por Leishmania

amazonensis in vitro.
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, é possivel confirmar a interacéo entre o eixo imuno-enddcrino, sendo
a via da testosterona um potencial supressor de macréfagos na resposta contra a infec¢ao por
Leishmania amazonensis in vitro por meio da modulacdo da expressao de mRNA de
moléculas como SOCS1 e IRF5 e diminuicdo da expressdo de moléculas associadas a
resposta pré-inflamaroria (principalmente o CD40) tornando assim o macr6fago um
ambiente favoravel a sobrevivéncia do parasito. Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos
com vistas na compreensdo dos mecanismos da cascata inflamatdria que podem estar sendo
afetados pela testosterona, como o estudo de outras vias de sinalizacdo associadas ao
hormdnio, a exemplo da via do mTOR, além da necessidade de analisar também o efeito de
blogueadores do receptor da testosterona (como a flutamida) nos macréfagos frente a
infeccdo por Leishmania.
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Figura 09. Representacdo proposta do efeito da testosterona na infec¢do por Leishmania amazonensis in
vitro. Macréfagos pré-tratados com o horménio testosterona (80-160 nM) ao ser estimulado com a infeccdo por
Leishmania amazonensis induz o aumento significativo da proteina de sinalizagdo SOCS1 e diminuicao da
expressdo de IRF5 culminando numa menor expressdo de marcadores pro-inflamatérios principalmente CD40 e
tendéncia no aumento de CD163 e de IL-10 (ambos marcadores antiinflamatdrios), tornando o macréfago com
resposta ineficiente no combate ao parasito e consequentemente com maiores taxas de infeccdo. Como proposta
segue a investigagdo da cascata de sinalizagdo da via do mTOR como possivel mecanismo afetado pelo horménio
na inducgdo deste efeito no macréfago.



1)

2)

3)

40
8. PERSPECTIVAS

Realizar experimentos adicionais utilizando testosterona na dose de 160nM buscando
um efeito mais claro nas diferencas nas tendéncias observadas;

Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura, provendo mais informacdes sobre o
efeito do hormonio na supressdo/desvio das respostas inflamatorias/antiinflamatorias;

Avaliacéo da ativagédo da cascata do mTOR por RT-PCR;
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APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do Projeto: Influéncia da Resposta Imune e Sistema Endocrino na Apresentacao
Clinica da Hanseniase

Registro.HU: Ne: -

Nome do Paciente:

Investigadores: Prof Dr Ricardo Luis Louzada da Silva e Dra Amelia Ribeiro de Jesus, Hospital
Universitario Rua Claudio Batista S.N, Bairro Sanatorio, Aracajd,-Brazil., Tel: (79)3218-1805.
No do Projeto:

Convite e Objetivo:

Vocé é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque as
pessoas tém Hanseniase. Este estudo incluird pessoas com esta doenga que apresentam formas
diferentes de feridas na pele. Além das informacdes deste documento vocé pode perguntar tudo
sobre o estudo ao seu médico. Caso decida participar do estudo vocé sera solicitado(a) assinar
este formulario de consentimento.

Participacdo voluntaria: A sua participacdo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar do
estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos cuidados médicos prestados e de
seu tratamento. Caso, ap0s aceite participar, resolva descontinuar sua participacao, isto seré feito
sem qualquer prejuizo para vocé. Participando ou ndo do estudo vocé recebera o medicamento
utilizado para o tratamento da Hanseniase.

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar como o seu corpo se defende quando atacado
pela bactéria que causa esta doenca. Para isto estudaremos o seu sangue e, possivelmente uma
parte do exame de bidpsia de sua ferida na pele.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, além de ser examinado por um
médico clinico, realizar biopsia da lesdo e exame de secrecdo de sua orelha, cotovelos e da
mancha para realizar procurar a bactéria que causa a doenca, métodos que sdo necessarios para
o diagnostico da doenga, vocé doard sangue para a pesquisa dos mecanismos de defesa do
organismo e o seu material genético (DNA) sera também estudado. A retirada do pedaco da pele
ou da ferida para diagnostico da sua doenca sera feita com anestesia para vocé ndo sentir dor e
parte deste material podera ser utilizado para os estudos da defesa do seu corpo contra a bactéria
que causa a doenca. Caso o diagndstico de Hanseniase ndo seja confirmado, todo o material
obtido para pesquisa sera destruido.

Duracao do estudo: Apos a assinatura do termo de consentimento sua participacéo no estudo é
de 5 anos, a contar do primeiro dia de tratamento, caso vocé tenha Hanseniase. Periodicamente,
vocé sera examinado para determinar a cura da doencga ou necessidade de utilizacdo de novo
tratamento, que também lhe seré fornecido gratuitamente. 32
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Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo s6 serd do conhecimento
da equipe médica e do 6rgdo que protege o individuo em pesquisas (Comité de ética do Hospital
Universitario) VVocé e qualquer participante desse estudo ndo sera identificado por nome nas
publicacdes dos resultados do estudo. Apenas os representantes do Comité de Etica em Pesquisa
poderdo ver sua ficha clinica.

Anélises de riscos e beneficios: A retirada de seu sangue e de um pedaco da ferida séo feitos se
voce tiver ferida, ainda antes do tratamento, para confirmar o diagndstico da doenca. Dor leve
na retirada de sangue devido a pun¢do com agulha pode ocorrer. Em casos raros a retirada de
sangue provoca sangramento ou mancha roxa na pele. Como anestesia local é utilizada, a retirada
de um pedaco da ferida ndo é acompanhada de dor. O tratamento que vocé recebera é igual ao
que todos os pacientes receberdo participando ou ndo do estudo. A participacao lhe trard como
beneficio um acompanhamento clinico mais freqiiente. Um médico Ihe visitara em sua casa para
examinar também sua familia. Vocé deve retornar as consultas médicas regularmente de acordo
com marcacao de seu cartdo do Ambulatério do HU

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: A Hanseniase é relacionada a reacao
do seu organismo contra a bactéria que causa a doenca e o conhecimento destas reacdes do seu
corpo pode contribuir ndo s6 para o entendimento da doenca como para o aparecimento de novas
formas de tratamento ou controle os sintomas e também formas de previnir a doenca.

Custos: Vocé ndo tera custos com o tratamento. Vocé ndo receberd pagamento por sua
participacdo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo, vocé pode
contactar um dos seguintes Médicos pelo telefone (79)3237-7353: Dra. Amélia Ribeiro de Jesus
ou Dr. Roque Almeida. Caso vocé queira saber alguma coisa sobre seus direitos e de seu filho,
como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco
encontra-se no inicio deste consentimento ou pelo telefone (79) 3218-1805.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé seré entregue uma copia
deste formulario para guardar.

Assinatura do participante Data Hora

Assinatura do pesquisador Data Hora

Assinatura da testemunha Data Hora



APENDICE B- ARTIGO

in Cellular and Infection Micrcbiclogy

VAL RESEARCH fEPOsT

o jum\::;?:;a—;

2

Macrophages From Subjects With
Isolated GH/IGF-I Deficiency Due to a
GHRH Receptor Gene Mutation Are
Less Prone to Infection by

CFPEN ACCESS = = Z
sy L€IShmania amazonensis
Anvate Coeern-cie Am
Unwersty of P, Fomugd Mdnkca AL Barmios ', Viwane C. Campos®, Nalu 7. A. Poros ™, Lals L. do Ovala ',
Redewagty  FOCIGO A !, Marcio B. Santos /, Moo B. Avos®, Ricardo L L. Siva’,
Fitem Rtawr> Dox Alno Barroto’, Ho Goto ©°, P Almaida’, Robario Sahatort®,
Lreaniah Fackned e Gosts, et Manuol H. Agusar-Ofvalra™ and Amdlla M. R. Josus ™
Swr Ll Coma
Nt rathuse of Aoy w " Oveaton of ‘_‘w.ﬂ““ Gekgy L ¥ Facrw' L s*mn—'ms
z = oy Faden L Sorgon, Aoy Sneol * Oepee o s gy reitun of Sebotd
AT Ot n-a-ln-uqd»-m—nn Bnet 12 — B ™

Arvdda MR s

s -

| Thwsse o Aveve contrtatad’
anly B Ve eart e staew ek

s
Speciaty sechor

e et oo et i
Paeta s Hest

= action o fw sl
Frortrs & Cullde and rbeson

Recatvect: 20 Aprl X005

Acceptact 16 At 2005
Putlabect 0 fuguat 205

dnven M Cormpox VT, Paroa NTA,
oo Obvears (L. Ceoweren %

i AL Ares ML s AL
o A, Goto 1 Alreste B
Zaiveton R Agaw Otvees M wed
e AMF (073 Mcphecoe
Fom WIS obing AT
Defcarcy Duo & 2 QE Recepese
Gare Aston Aev Lz Prom

Froet. Ol et Micobisl 3911
¥ 10 MRS 201400077

Maccra Yoo do Sie e, Urtecsiate S 580 P, S0 Paat, Gt ‘Mdm ma—-u

AMatatxion, The Jotes Hophes L y Sl of MC, Unted Shaex

Eclaind groath homone {GH) deficency (IGHD)] afiacts approdrnately 1 in 4,000 ©
1 in 10,000 indraduals workdwide. We have previously described 2 krge cohont of
subyects with 1GHD due to a homarygous mutation in the GH rdensing harmone (GHRH)
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Neverthaless, the role of IG- n Laishmani infection of human macrophages has nat
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