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RESUMO 
A produção de células imune hematopoiéticas são 

rapidamente iniciadas durante o desenvolvimento de 

organismos multicelulares, sendo estas posteriormente 

mantidas por uma rara população de células denominada 

Células Tronco/Progenitoras Hematopoiéticas (HSPCs). 

Enquanto leucócitos adultos pertencentes a imunidade 

inata e adaptativa foram extensivamente estudados no 

contexto de doenças infecciosas, evidências recentes 

sugerem que HSPCs podem ser reguladas no contexto 

de infecções, onde a exposição a patógenos ou citocinas 

pro-inflamatórias resulta em mudanças globais no 

sistema hematopoiético. Ao passo que o patógeno 

Mycobacterium tuberculosis é classicamente conhecido 

por promover infecção no tecido pulmonar humano, 

estudos conduzidos nos últimos oito anos demonstram 

que Mtb infecta efetivamente células da medula óssea 

humana, estabelecendo um nicho para subversão da 

resposta imune e dormência no hospedeiro. Nesse 

cenário, evidências clínicas demonstraram uma 

associação entre a tuberculose humana e modificações 

em toda série hematopoiética, incluindo anemia, 

hipercelularidade medular, expansão mielóides e 

linfopenia. Dessa forma, hipotetizamos que mudanças no 



sistema hematopoiético ocorrem como resultado da 

ativação de HSPCs por Mtb. Utilizando um modelo in vitro 
de infecção, demonstramos que HSPCs (CD34+) 

humanas são infectadas por Mtb e que o patógeno replica 

nesse sistema. Notavelmente, infecção por Mtb esteve 

associada a expansão de progenitores mielóides e 

aumento na produção de monócitos por HSPCs. Esse 

processo requer a viabilidade do patógeno e enquanto 

Mtb induziu pSTAT1, comprometimento mielóide e 

proliferação bacteriana não foram dependentes da 

sinalização por IFNAR2 e IFN-γ. Em contraste, síntese de 

IL-6 foi aumentada em cultura de HSPCs infectada com 

Mtb e a sinalização por IL-6R foi necessária para o 

comprometimento mielóide, produção de monócitos e 

proliferação de Mtb em nosso modelo. Ao todo, esses 

resultados revelam um possível mecanismo pelo qual Mtb 

“sequestra” o comprometimento mielóide induzido por IL-

6, contribuindo para a sobrevivência do patógeno.  

Palavras-Chave: Tuberculose, Mielopoiese, 
Interleucina 6, Células Tronco/Progenitoras 
Hematopoiéticas 

 
 



ABSTRACT 
Production of hematopoietic derived immune cells 

are rapidly initiated during multicellular organism’s 

development and are further maintained by a rare 

population of cells nominated Hematopoietic 

Stem/Progenitor cells (HSPCs). While mature leukocytes 

from innate and adaptive arms have been extensively 

studied in infectious diseases context, recent evidences 

suggest that HSPCs can be fined tunned during infectious 

diseases, where exposure to pathogens or inflammatory 

cytokines results in global changes in the hematopoietic 

system. Whereas Mycobacterium tuberculosis is 

classicaly known to promote infection in the lung tissue, 

studies conducted over the last eight years have shown 

that Mtb can successfully infect human bone marrow cells, 

which provide a niche for bacteria dormancy and immune 

system subversion. In that scenario, clinical evidences 

have shown an association with human tuberculosis and 

changes in the whole hematopoietic system, including 

anemia, bone marrow hypercelullarity, myeloid cell 

expansion and lymphopenia. Therefore, we hypothesize 

that changes in the hematopoieitic system are a result of 

HSPC activation by Mtb. Using an in vitro model of 

infection, we have showed that human HSPCs are 



infected by Mtb and that the pathogen replicates in this 

system. Also, infection was correlated with myeloid 

progenitor expansion and increased monocyte output in 

CD34+ cell culture system. This process required 

pathogen viability and while Mtb induced pSTAT1, 

myeloid conversion and bacteria proliferation were not 

dependent on IFNAR2 and IFN-γ signaling. In contrast, IL-

6 synthesis was enhanced in HSPCs cultures infected 

with Mtb and IL-6R signaling was necessary for myeloid 

expansion and bacteria proliferation in our model. 

Altogether, these results reveal a possible mechanism by 

which Mtb hijacks IL-6 induced myeloid commitment 

contributing to pathogen survival.  

Key words: Tuberculosis, Myelopoiesis, Interleukin 6, 
Hematopoietic Stem/Progenitor Cells 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 – Reposta do hospedeiro humano à infecção por 
Mycobacterium tuberculosis 

A tuberculose é uma doença infecciosa, 

transmitida principalmente pelo ar e causada por 

organismos do complexo Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb). Em seres humanos, a infecção pode ser 

classicamente dividida entre dois estados, sendo eles: (1) 

Infecção Latente, na qual o hospedeiro apresenta 

resposta imunológica a antígenos da micobactéria, na 

ausência de sintomas clínicos da doença. A sensitividade 

imunológica apenas pode ser detectada quando os 

pacientes desenvolvem a resposta imune adaptativa a 

Mtb, respondem ao Tuberculosis Skin Test, conhecido 

como teste da tuberculina ou derivado protêico purificado 

(PPD). No entanto, o teste com maior sensibilidade e 

recomendado para detecção de tuberculose latente 

consiste na liberação da citocina IFN-J pelas células T do 

hospedeiro quando estimuladas com antígenos da 

micobactéria ESAT-6 e CFP 10 [1]. Estima-se que a 

tuberculose latente represente 90% das infecções por 

Mtb em seres humanos, presente em 2 bilhões de 

indivíduos no mundo todo. Os 10% restantes 
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representam a (2) Tuberculose ativa, no qual os pacientes 

desenvolvem os sintomas clínicos da doença que incluem 

febre noturna, perda de peso, tosse, hemoptise e 

apresentam evidência microbiológica da infecção por Mtb 

(cultura de escarro com confirmação por coloração 

álcool-ácido resistente, PCR, radiografia do pulmão por 

Raio-X e PET-CT) [1,2]. 
Seres humanos são os únicos reservatórios 

conhecidos de Mtb e portanto são responsáveis por 

manterem a micobactéria na população [3]. Enquanto se 

encontram na fase ativa pulmonar da doença, promovem 

a transmissão ao expelirem gotículas de aerossol 

contendo o bacilo. A principal via de entrada da bactéria 

ocorre pelo trato respiratório, onde Mtb encontra 

inicialmente macrófagos alveolares que internalizam o 

patógeno através de fagocitose mediada por receptores 

[3]. A partir desse ponto, é possível que os fagócitos e 

demais células residentes do pulmão eliminem a bactéria. 

No entanto, ao longo da co-evolução com o hospedeiro 

humano, Mtb desenvolveu inúmeras estratégias que 

subvertem a resposta do sistema imune. Uma das 

estratégias mais bem caracterizadas é o bloqueio da 

fusão do fagossomo com o lisossomo, o qual permite a 

sobrevivência da micobactéria em um ambiente com pH 
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mais próximo do neutro e com fontes de nutrientes 

necessários para sua perpetuação [2, 4]. Após resistir a 

resposta inicial pelos macrófagos, Mtb atinge o interstício 

pulmonar onde demais populações de monócitos e 

células dendríticas são infectadas pela micobactéria. 

Células infectadas migram para os linfonodos drenantes 

onde apresentam antígenos de Mtb para as populações 

de células T [2]. Ao reconhecerem o antígeno cognato na 

presença de moléculas co-estimulatórias, clones de 

células T expandem no linfonodo drenante e migram para 

o foco da infecção por gradiente de quimiocinas.  

Esses eventos culminam na migração de células 

para o foco inicial da infecção, formando uma estrutura 

denominada granuloma, principal característica 

patológica da doença. Esse agregado celular se 

apresenta como uma estrutura organizada, formada por 

macrófagos, células dendríticas, linfócitos T, B e 

granulócitos os quais se acumulam em resposta a 

estímulo persistente [5]. Dados obtidos em modelo 

animal e em seres humanos sugerem que granulomas 

são vantajosos para o hospedeiro, pois contêm o 

espalhamento da bactéria para os demais tecidos do 

organismo [6]. No entanto, granulomas propiciam um 

microambiente onde a bactéria pode permanecer em 
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estado latente e porteriormente iniciar a proliferação e 

reativação da doença [7]. O estudo de autópsias revelou 

que na tuberculose ativa e latente, granulomas exibem 

heterogeneidade morfológica, representada por lesões 

necróticas, áreas mineralizadas, formação de tecido 

fibrótico e presença de cavidades. Além das diferenças 

morfológicas, granulomas podem ser classificados como 

estéreis, estáveis ou com disseminação da bactéria. Os 

modelos propostos sugerem que o balanço na produção 

de citocinas pró (TNF, IFN-γ) e anti inflamatórias (IL-10, 

TGF-β) e a ativação de células do sistema imune do 

hospedeiro, contribuem para o desfecho das lesões 

estéreis. Nos cenários das lesões estáveis, fatores como  

resposta imune exacerbada ou disfunção das células do 

hospedeiro favorecem a presença da bactéria, mesmo 

quando há eficiente produção de citocinas pró e anti 

inflamatórias. Por último, o excesso de imunopatologia na 

presença de altas concentrações de citocinas pró-

inflamatórias como também a presença de fatores de 

virulência da bactéria (lipoproteínas, ácidos micólicos, 

proteínas associadas a dormência, metaloproteases, 

proteínas inibidoras da apoptose, proteínas so sistema de 

secreção, proteínas da família PE/PPE) levam a 

granulomas com altas cargas de Mtb. Tanto a 



33 
 

variabilidade na resposta imune do hospedeiro à infecção 

quanto os fatores de virulência associados à bactéria 

fornecem evidências para a heterogeneidade da 

tuberculose em seres humanos [8-9].  

 
Figura 1 – Esquema representativo da infecção por 
Mycobacterium tuberculosis em seres humanos (Adaptado de 
Cambier CJ., Falkow S. and Ramakrishnan L., Cell., 2014). 
 

1.2 Infecção extra-pulmonar por Mycobacterium 
tuberculosis  

Embora seja considerado um patógeno 

preferencialmente pulmonar, Mtb pode infectar células de 

origem não-mielóide e não-linfóide (células imune não-

clássicas) e causar doença em diferentes tecidos do 

corpo. Estima-se que, globalmente, um quinto dos 
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invíduos infectados apresentem tuberculose extra-

pulmonar, já sendo descrita a presença da bactéria e 

sinais da patologia no fígado, rins, baço, intestino 

delgado, cavidade peritoneal, sistema nervoso central, 

meninges e medula óssea [10 – 17].  
As primeiras evidências que apontam a 

capacidade de Mtb se propagar em células não-imune 

clássicas datam do começo da década de 1950, quando 

Sheperd demonstrou que a cepa virulenta de Mtb H37Rv 

pode invadir e replicar em células de câncer cervical 

(HeLa), células renais de macaco em células amnióticas 

humanas). Desde então, populações de células não 

fagocíticas ganharam interesse na investigação de 

mecanismos pelos quais Mtb subverte e evadem a 

resposta imune protetora do hospedeiro [20]  
Os diversos mecanismos pelos quais Mtb se 

espalha no organismo não foram totalmente elucidados, 

porém a disseminação da bactéria para os demais tecidos 

pode ocorrer rapidamente (7 a 12 dias) após a infecção, 

onde o bacilo infecta células adjacentes ao tecido 

pulmonar até atingir os linfonodos, baço e a circulação 

sistêmica [21]. Nesse contexto, Mehta e colaboradores 

demonstraram que células epiteliais do alvéolo pulmonar 

humano (linhagem A549) suportam números 
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significativamente maiores de bacilo internalizado quando 

comparados a macrófagos derivados de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou a 

linhagem de macrófagos J774. Sugere-se que essas 

células sejam um ponto de transição na promoção da 

disseminação do bacilo, pois a infecção por Mtb resulta 

em quebra da integridade do epitélio. Além desse 

mecanismo, Mtb pode se distribuir para outros órgãos ao 

infectar populações de células migratórias do hospedeiro 

[23]. Nesse contexto, Raghuvanshi e colaboradores  

demonstraram que células tronco mesenquimais (MSCs) 

migram para o pulmão de camungondos infectados com 

Mtb e suprimem a resposta imune mediada por células T 

através da produção de óxido nítrico (NO). MSCs também 

foram encontradas em maior frequência e próximas a 

granulomas de pacientes com linfoadenite tuberculosa. 

[25]. Somando-se a esses dados, Das e colaboradores 

demonstraram a capacidade replicativa de Mtb em MSCs 

e a presença da bactéria em MSCs na medula óssea de 

animais infectados. Além dos dados observados em 

modelo animal, MSCs da medula de seres humanos já 

tratados por 6 meses com antibioticoterapia continham 

DNA de Mtb, sendo possível o isolamento de unidades 

formadoras de colônia provenientes de MSCs purificadas 
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em 2 dos 9 pacientes analisados [25,26]. A presença da 

bactéria em diferentes nichos acrescenta uma camada a 

mais de complexidade na identificação e tratamento da 

doença, além de propiciar condições favoráveis à 

bactéria para o escape da resposta imune do hospedeiro 

[27]. 
Dessa forma, a medula óssea humana passa de 

um nicho pouco apreciado na tuberculose para um de alta 

relevância biológica e clínica, onde a bactéria se encontra 

em células imunopriveligiadas que apresentam bombas 

de efluxo, condições que dificultam a eliminação do 

patógeno via ação do sistema imune e via 

antibioticoterapia [27, 169]. Além dos mecanismos de 

evasão mencionados, a presença de Mtb em MSCs da 

medula óssea humana coloca o principal tipo celular 

responsável pela produçao de células da linhagem 

linfóide, mielóide e magacarióide, as células 
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tronco/progenitoras hematopoiéticas [28], em contato 

próximo com o patógeno. 

Figura 2 – Disseminação de Mtb para tecidos extra-pulmonares 
(Adaptado de Cadena, AM., Fortune SM.  and Flynn JL.,Nat Rev. 
Microb., 2017).   
 
1.3 O sistema hematopoiético humano   

HSPCs conferem ao sangue sua impressionante 

capacidade regenerativa, produzindo aproximadamente 

1012 células diariamente a partir da medula [29]. Estudos 

inicias apontaram, através da observação morfológica 

das células da medula óssea de mamíferos [30], que a 

hematopoiese é um processo organizado e hierárquico, 

derivado de uma célula precursora comum. Os primeiros 

indícios sugerindo a existência das células tronco 

hematopoiéticas datam de 1866, quando Ernst Neumann 

descreveu a presença de células eritróide nucledas na 
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medula óssea. Também foram observados diferentes 

tipos morfológivcos na população leucocítica, levando a 

conclusão que os processos de eritropoiese e 

leucopoiese ocorriam na medula óssea, por meio de uma 

célula comum a ambas as linhagens [20,170]. 
Posteriormente, em 1945, a demonstração da existência 

de células com capacidade de autorenovação e produção 

das linhagens eritróide e leucocítica ocorreu após a 

conclusão de estudos sobre os efeitos da radiação nas 

vítimas da bomba atômica em Hiroshima e Nagazaki. 

Observou-se que, civís expostos aos menores 

índices letais de radiação, morriam principalmente por 

aplasia do sistema hematopoiético. Através da utilização 

de modelos animais que mimetizavam a alta exposição a 

radiação, descobriu-se que era possível reverter a falha 

hematopoiética ao transplantarem células do baço ou 

medula de um camundongo saudável para o animal 

irradiado [31,32]. Com a busca pelos mecanismos 

responsáveis por esse fenótipo, chegou-se a uma rara 

população celular capaz de restabelecer todas as 

linhagens linfóide, mielóide e eritróide/megacarióide 

semanas após transplante [33]. A essa população celular 

foi dado o nome de células tronco hematopoiéticas, sendo 

hoje possível caracterizá-las de acordo com estado de 
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diferenciação, comprometimento e proliferação através 

da expressão de diversas proteínas de superfície e 

expressão de fatores de transcrição.    

A explicação para como células tronco 

hematopoiéticas suportam a hematopoiese ao longo da 

vida foi dada por suas duas principais características, 

sendo elas: (1) A capacidade de se auto-renovar através 

de divisões assimétricas, mantendo o número de células 

contínuo ao longo da vida do organismo [34]. Esse 

mecanismo assegura que enquanto uma pequena fração 

de HSCs entra no processo de diferenciação e 

comprometimento, a maior parte das células tronco 

reside em estado quiescente na homeostasia. Rossi e 

colaboradores sugerem que esse mecanismo protege 

HSCs, por diminuirem a frequência de eventos como 

dano no DNA que pode ocorrer durante replicação, porém 

promovem o acúmulo de danos ao DNA durante o 

envelhecimento do organismo. Simultaneamente, 

Milyavsky e colaboradores demonstraram que HSCs 

humanas são mais resistentes à ativação de p53 após 

dano no DNA. Diferentes abordagens experimentais 

demonstraram que a manutenção da quiescência é 

necessária para eficiente produção de células adultas por 

HSCs. Nos trabalhos de Sato e colaboradores, observou-
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se que camundongos Knockout para o gene IRF2, o qual 

regula negativamente a ativação da via de sinalização de 

IFNAR, continham números reduzidos de diversos 

progenitores hematopoiéticos, enquanto os números de 

HSCs estavam aumentados na medula dos animais. No 

mesmo contexto, Baldridge e colaboradores 

demonstraram que infecção por Mycobacterium avium 

promove exaustão de HSCs em um mecanismo 

dependente de IFN-J. Nos dois cenários, a ativação 

crônica de HSCs resultou em diminuição na produção de 

progenitores e células adultas, culminando 

posteriormente em aplasia medular.  Portanto, é de 

grande interesse nas ciências básicas e aplicada a 

descoberta de alvos que controlem o estado de 

quiescência de HSCs. Através do screening de 5280 

compostos para verificar sua habilidade de promover a 

expansão de células humanas CD34+CD45RA-, Fares e 

colaboradores identificaram moléculas derivadas de 

pirimidoindol,  independente da via do receptor de Aril-

hidrocarboneto, sendo capazes de manter e reconstituir a 

hematopoiese humana em camundongos 

imunocomprometidos por até 6 meses.  

A segunda propriedade que caracteriza HSCs é : 

(2) A  geração de progenitores multipotentes, os quais 
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através de etapas consecutivas de diferenciação, 

produzem as células da linhagem eritróide/megacarióide 

(hemáceas e plaquetas), mielóide (granulócito, 

monócitos, células dendríticas)  e linfóide (linfócitos B, T, 

células dendríticas plasmocitóides e células NK) as quais 

são distribuídas para o sangue e demais tecidos do 

organismo [40]. Um modelo hierárquico, onde HSCs são 

colocadas na posição mais alta, seguido dos respectivos 

progenitores e células adultas, foi extensivamente 

utilizado para explicar a diversidade na geração de 

células hematopoiéticas em mamíferos. Nesse modelo, 

HSCs humanas em estado de auto-renovação 

eventualmente migram para um estado de auto-

replicação, conhecido como short-term HSCs, os quais 

diferenciam-se para progenitores multipotentes [41]. Os 

mecanismos envolvidos na transição de estados e 

comprometimento para as diferentes linhagens 

compreendem modificações epigenéticas e 

remodelamento da cromatina em regiões promotoras e 

amplificadoras do DNA [42,43]. A partir do somatório de 

diferentes fatores de transcrição, progenitores 

multipotentes adquirem o potencial de gerarem células da 

linhagem mielóide (progenitor mielóide comum – CMP) 

ou da linhagem linfóide (progenitor linfóide comum CLP). 
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Progenitores mielóide diferenciam-se então para células 

com potencial megacarióide/eritróide (MEP) ou para 

progenitores de granulócito/monócito (GMP), enquanto a 

fração linfóide gera células com potencial para 

diferenciarem-se em linfócito T, B e células NK. Nesse 

modelo, células dendríticas são geradas a partir de 

ambos os progenitores, sendo a população de célula 

dendrítica plasmocitóide derivada de progenitores 

linfóides enquanto os outros dois subtipos de células 

dendríticas são originadas de progenitores mielóides 

[44,45].  

Figura 3 – Geração de células da linhagem linfóide, mielóide e 
eritróide por HSPCs (Adaptado King KY and Goodell MA, Nat. Rev. 
Immunol., 2011) HSC: Célula tronco hematopoiética, MPP: 
Progenitor multipotente, CLP: Progenitor linfóide comum, CMP: 
Progenitor mielóide comum, GMP: Progenitor de 
Granulócito/Monócito, MEP: Progenitor megacarióide/eritróide. 
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Apesar deste modelo ser amplamento estudado e 

sua utilização ter permitido o isolamento e caracterização 

de diferentes populações hematopoiéticas, dados 

recentes do transcriptoma, perfil de abertura da cromatina 

e modificações epigenéticas em HSCs a nível de single-
cell desafiam o modelo clássico. Primeiramente, 

enquanto sugeria-se que o processo de diferenciação 

ocorria de forma determinística (transição de estado 

celular A para B), evidências provenientes do 

transcriptoma a nível de single-cells sugerem que o 

comprometimento ocorre como um contínuo, através de 

transições de um estado mais primitivo para um mais 

diferenciado [46 – 48].  No trabalho de Novershtern e 

colaboradores, dados de transcriptoma de HSPCs 

humanas foram coletados e fatores de transcrição que 

participam da escolha de linhagem foram selecionados a 

partir de teoria de redes biológicas. Para formalmente 

demonstrar a participação de cada um desses fatores de 

transcrição na eritropoiese e mielopoiese, shRNAs foram 

desenhados para cada TF e a produção de células 

CD235a+ ou CD11b+ foram medidas por citometria de 

fluxo. Com exceção de algumas populações de 

macrófagos residentes e populações de células T de 
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memória, todas as populações de leucócitos do indivíduo 

adulto são produzidas a partir de células tronco 

hematopoiéticas [50,51]. Notavelmente, foi demonstrado 

que progenitores megacarióides e eritróides se 

assemelham mais, à nível transcripcional, com HSCs 

quando comparados aos demais progenitores linfóides e 

mielóides. Nesse modelo revisado da hematopoiese, a 

geração de MEPs ocorre previamente e de forma 

independente ao comprometimento meilóide ou linfóide. 

Além disso, sugere-se a existência de um estado no qual 

progenitores apresentam tanto potencial linfóide quanto 

mielóide (LMPP), posterior a fase multipotente [49].  
Portanto, pode-se concluir que perturbações no 

funcionamento de HSCs podem comprometer todo o 

funcionamento do sistema imune, a hemostasia e por fim, 

o transporte de oxigênio e nutrientes para os tecidos. A 

compreensão dos mecanismos e das populações que 

participam da hematopoiese humana são de alta 

relevância para o estudo de patologias onde é observado 

alterações no sistema hematpoiético como na precisa 

manipulação da hematopoiese para fins terapêuticos e 

biotecnológicos.  
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1.4 Resposta de HSPCs à infecção. 
 
 Células tronco/progenitoras hematopoiéticas 

(HSPCs) foram por muitos anos  normalmente 

observadas como uma população de células quiescentes, 

as quais raramente saim desse estado e entravam na 

fase proliferativa apenas em condições extremas ao 

sistema hematopoiético, como depleção da medula 

óssea por radio e quimioterapia. Dessa forma, acreditava-

se que a resposta de HSPCs ao estresse provenientes de 

infecção, inflamação ou diminuição do volume sanguíneo 

era apenas compensatória, reflexo da redução em 

tecidos extra-medulares dos números de leucócitos, 

hemáceas e plaquetas. Quando observava-se a 

hematopoiese sob a perspectiva de infecção, 

hipotetizava-se que o aumento na produção de 

progenitores linfóides comuns após estímulo com LPS in 
vivo ocorria como uma resposta compensatória à 

apoptose de linfócitos T [52]. O mesmo racional foi 

utilizado para justificar o aumento na produção de células 

da linhagem eritróide em hemorragias e células da 

linhagem mielóide durante infecção bacteriana [53]. 
No entanto, um conjunto de evidências adquiridas 

nos últimos 15 anos sugerem que HSPCs respondem 
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direto e imediatamente há infecção e respectivos 

mediadores produzidos pelo sistema imune do 

hospedeiro. Utilizando de um modelo de infecção 

pulmonar por E. coli, Shahbazian e colaboradores 

demonstraram que células tronco hematopoiéticas de 

camundongos (população LSK) expandiram na medula 

óssea, mesmo na ausência de leucopenia. Nesse mesmo 

modelo, níveis elevados de G-CSF foram encontrados no 

soro de animais infectados, sugerindo o envolvimento 

dessa citocina na expansão das células LSKs. Evidências 

demonstrando a capacidade proliferativa de HSCs após 

estímulo infeccioso foram obtidas em camundongos 

injetados com LPS, um componente da parede de 

bactérias gram-negativas, capaz de ativar receptores 

Toll-like do tipo 4 (TLR4). Células LSK da medula óssea, 

marcadas com o corante CFSE, apresentaram alta taxa 

de diluição do mesmo após 8 dias de estímulo com LPS 

quando comparado ao grupo controle [54]. Esses dados 

sugerem que a resposta inflamatória produzida pela 

exposição ao LPS, ou a própria sinalização de TLR4 em 

células LSKs é responsável por promover a proliferação 

dessa população in vivo. De fato, Nagai e colaboradores 

demonstraram a presença de receptores TLR2 e TLR4 

funcionais na fração de células tronco hematopoiéticas, 
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progenitores linfóide comum e progenitores de 

granulócito e monócito. Nas respectivas populações, a 

ativação dos receptores levou a diferenciação mielóide, 

pelo aumento de células F4/80+ e produção de células 

dendríticas por progenitores linfóides. A biologia das 

HSPCs também pode ser alterada por vias de sinalização 

produzidas durante a infecção que afetam o nicho da 

medula óssea. Em particular, HSCs expressam altos 

níveis do receptor de quimiocina CXCR4, enquanto o 

respectivo ligante CXCL12 é expresso na medula óssea 

principalmente por osteoblastos, mantendo assim 

durante homeostase contato próximo com as HSCs. No 

entanto, o aumento na produção da citocina G-CSF 

durante infecções reprime a expressão de CXCL12, 

promovendo a mobilização de HSCs [56]. Esse 

mecanismo foi então aplicado no contexto clínico, onde 

rhG-CSF é administrado em seres humanos com o intuíto 

de mobilizar HSCs da medula óssea para o sangue 

periférico [57].  
Além do reconhecimento direto dos patógenos, 

alterações no compartimento de HSPCs, como ciclo 

celular e balanço na produção dos diferentes 

progenitores hematopoiéticos, parecem ser mediados por 

citocinas pró-inflamatórias produzidas nesse contexto. Na 
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ativação de LSKs por LPS, demonstrou-se que a 

combinação de IL-6, TNF e CCL2 foram suficientes para 

promover a expansão dessa população in vivo. Esse 

efeito, quando prologando, levou a exaustão das HSPCs 

e defeito na reconstituição da hematopoiese, quando 

comparado ao controle [58]. Portanto, a cinética de 

infecção pode produzir efeitos opostos na regulação da 

hematopoiese. Infecções crônicas por M. avium em 

modelo animal levam a ativação prolongada de HSCs, em  

mecanismo dependente da sinalização do IFNGR [38]. 
Embora inicialmente seja observado o aumento em 

células LSKs, a ativação prolongada resulta em exaustão 

e perda de plasticidade dessas células, levando a 

redução em toda série hematopoiética dos 

camundongos. No contexto de infecções por Plasmodium 
berghei, Furusawa e colaboradores demonstraram que o 

aumento na produção de neutrófilos, células dendríticas 

e mastócitos ocorria de forma dependente a via 

sinalização de IL-27/STAT1/STAT3 nas células LSKs+, as 

quais se diferenciam para progenitores mielóides comum. 

Utilizando vírus da coriomeningite linfocítica e injeção de 

poly(I:C), questionou-se o impacto de infecções virais e 

da subsequente via de sinalização dos IFNs do tipo I, 

classicamente ativados no contexto de infecção viral. 
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Contrário ao observado em modelos de infecção 

bacteriana, a infecção por vírus ou tratamento com 

poly(I:C) resultou em grande redução no número de 

progenitores na medula óssea. Esse efeito foi abolido 

quando a infecção foi feita em camundongos deficientes 

para o receptor IFNAR1, mas não para IFNGR, indicando 

o envolvimento dos IFNs-α/β mas não IFN-J no fenótipo 

observado [60,61]. O papel dos IFNs-α/β também foi 

explorado em camundongos deficientes em IRF-2, um 

supressor da transcrição da sinalização dos IFNs do tipo 

I. Na ausência de IRF-2, IFN-α induziu a proliferação da 

população quiescente de HSCs, levando após 

estimulação crônica ao prejuízo nos mecanismos de 

auto-renovação e diferenciação [37]. Dessa forma, a 



50 
 

duração do estímulo por IFN-α em HSCs é capaz de 

promover diferentes desfechos na hematopoiese.   

Figura 4 – Diferentes vias de ativação das HSPCs em infecções 
(Adaptado de King KY and Goodell MA, Nat. Rev. Immunol., 2011). 
Modificações na resposta de HSCs podem ocorrer como resultado 
direto da infecção por patógenos, pela ativação dos receptores do 
reconhecimento de padrões (PRR), através da sinalização de 
citocinas pró-inflamatórias produzidas durante infecção ou mesmo 
através dde alterações na expressão de quimiocinas e seus 
respectivos receptores, os quais controlam a permanência de HSCs 
na medula óssea.  
  

 Além da presença de receptores para os IFNs do 

tipo I e II, progenitores multipotentes e progenitores 

mielóides expressam altos níveis da cadeia alpha do 

receptor de IL-6, enquanto não foi detectada a expressão 
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desse receptor em LT-HSCs e progenitores linfóides [62, 
63]. Diversos patógenos possuem a habilidade de 

rapidamente induzir a produção de IL-6 in vitro e in vivo, 

o qual sinaliza via IL-6Rα e a subunidade beta transdutora 

do sinal (gp130), comum a demais citocinas da família do 

IL-6. A ativação dessa via leva a ativação dos mediadores 

Janus-Kinase, Tirosina-kinase e subsequente 

fosforilação do fator de transcrição STAT3 [64]. Também 

foi observado que a via de sinalização de IL-6R é capaz 

de promover a fosforilação dos fatores de transcrição 

STAT1 e ativação de C/EBPβ, sendo o último necessário 

para mielopoiese de emergência em modelo de infecção 

fúngica [65 – 67]. IL-6 apresenta a habilidade única de 

sinalizar não apenas em células que expressão IL-6Rα na 

membrana, como também através da forma solúvel do 

receptor expressado junto a proteína gp130 [68 – 69]. 
Observou-se que MPPs estimulados com IL-6 

diferenciação majoritariamente para a linhagem mielóide, 

enquanto a produção de células CD19+ é inibida [63]. Em 

modelo de infecção viral, células CD8+ ativadas migram 

para a medula óssea e estimulam a produção de IL-6 em 

macrófagos e MSCs residentes através de IFN-γ [70]. IL-

6 então sinaliza em progenitores multipotentes levando a 

aumento na mielopoiese. Embora não apresentem IL-
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6Rα, HSCs produzem IL-6 após ativação da via 

TLR/NFκB. Notavelmente, a quantidade de IL-6 

produzida por HSPCs nesse sistema foi muito superior 

quando comparado a células adultas do sistema imune 

como macrófagos e linfócitos [63]. Em conjunto, pode-se 

concluir que HSPCs dispõem das ferramentas 

necessárias para responder diretamente (receptores 

TLR, RIG-I e cGAS) e indiretamente (Receptores para 

IFNs do tipo I e II, TNF, IL-6, IL1β, IL-27, G-CSF) a 

infecção, onde a ativação das células tronco tem impacto 

direto no hospedeiro e no agente invasor [71].  
Frente a presença e persistência de 

Mycobacterium tuberculosis na medula de seres 

humanos, primeiramente demonstrada em MSCs e 

posteriormente em HSPCs circulantes, propomos o 

conceito que Mtb pode influenciar a a hematopoiese 

humana, através de sua interação com células tronco 

hematopoiéticas. De fato, alterações em toda a série 

hematopoética já foram reportadas no sangue e medula 

de pacientes com tuberculose ativa. Destas, as mais 

encontradas são a anemia, a pancitopenia e de forma 

contrastante, a  hipercelularidade medular com aumento 

da atividade mielóide seguida por linfopenia [72-73]. Em 

estudos do fim da década de 1970 e em trabalhos 
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publicados recentemente [74-75], observa-se  aumento 

em células da linhagem mielóide no sangue de pacientes 

com tuberculose ativa, enquanto linfócitos encontram-se 

diminuídos. Porém, os mecanismos envolvidos na 

alterações entre séries mielóides/linfóides, como o 

impacto dessas mudanças na patogênese e 

disseminação da micobactéria permanecem 

desconhecidos.  

Considerando as dificuldades inerentes em obter 

amostras dessa natureza, pouquíssimos trabalhos 

retraram o funcionamento do compartimento da medula 

óssea durante a infecção por Mtb em humanos. Portanto, 

não está estabelecido na literatura a ligação entre as 

alterações na hematopoiese em seres humanos e a 

infecção por Mtb. Uma possível explicação é que células 

tronco/progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) são 

ativadas durante a infecção por Mtb. Considerando o 

conjunto de evidências apresentado até o momento, o 

presente trabalho visa compreender como Mtb pode 

afetar o sistema hematopoiético do hospedeiro pela 

interação direta com células tronco/progenitoras 

hematopoiéticas, e como esse processo contribui para a  

patogênese e disseminação da bactéria em seu 

hospedeiro.  
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2 - OBJETIVOS 

Objetivo geral:  

Estudar as relações entre células 

tronco/progenitores hematopoiéticas humanas e Mtb, 

com o objetivo de caracterizar processos de infecção, 

diferenciação e produção das células adultas da linhagem 

hematopoiética. 

 
Objetivos específicos: 
 
 - Investigar a susceptibilidade de HSPCs humanas à 

infecção por Mtb 

 - Analisar o impacto da infecção no comprometimento de 

progenitores hematopoiéticos 

 - Caracterizar a produção de células adultas da linhagem 

mielóide, eritróide e linfóide em HSPCs expostas a Mtb 

 - Investigar os fatores produzidos por HSPCs após 

exposição a Mycobacterium tuberculosis, como sua 

relevância no fenótipo observado. 
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3 – METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

3.1 Reagentes  

As citocinas recombinantes humanas IFN-α2a, 

IFN-β1b, IFN-γ e IL-6 foram obtidos pela empresa 

Immunotools e utilizadas em diferentes unidades e 

concentrações indicadas em cada ensaio. Os anticorpos 

neutralizantes anti- IFNAR2A (PBL®), anti-IFN-γ 

(Immunotools®) e anti-IL-6R (Tocilizumab – Roche®) 

humanos foram utilizados nas concentrações de 1, 10 e 

1 µg/mL respectivamente. 

3.2 Coleta de sangue periférico humano 

Doadores saudáveis que não continham histórico 

médico de doença e não haviam feito uso de 

medicamentos até 2 semanas prévia à coleta foram 

eleitos para participarem do estudo. O sangue periférico 

foi coletado com sistema vacutainer(®) em tubos de 6 ou 

10 mL contendo heparina lítica ou em tubo seco de 4 mL 

para obtenção do soro. O protocolo para utilização das 

amostras de sangue humano foi aprovado pelo comitê de 

ética em pesquisa com seres humanos 283/08. 
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3.3 Obtenção da fração de células mononucleares do 
sangue periférico humano 

O sangue periférico humano coletado em tubos 

contendo heparina lítica foi transferido para tubos cônicos 

de 50 mL e diluído em solução de salina estéril na 

proporção 1:1. A solução sangue-salina foi lentamente 

adicionada acima do reagente Ficoll-Paque (GE 

healthcare), em ângulo de 45º e na proporção 2:1, 

seguindo recomendações do fabricante. Na sequência os 

tubos foram centrifugados por 40 min. a 400 x g, 20ºC, na 

ausência de aceleração e freio. Após centrifugação, a 

fração superior contendo soro foi cuidadosamente 

removida com pipeta pasteur e a fração mononuclear 

(PBMC) intermediária foi coletada com pipeta pasteur e 

transferida para novo tubo cônico de 50 mL. As células 

foram lavadas com a adição de salina(Med Flex®), no 

volume final de 50 mL, e centrifugadas por 10 min. a 400 

x g, 20ºC. O sobrenadante foi removido por inversão, 

pellet de células foi ressuspendido em volume residual de 

salina e as células foram lavadas duas vezes com 20 mL 

de solução salina por 10 min. a 200 x g, 20ºC, para 

otimizar a remoção de plaquetas. Células foram então 

suspendidas em meio RPMI 1640 (Life technologies) 
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suplementado com 1% de soro autólogo inativado, 2mM 

de L-glutamina (Life Technologies), 1 mM de piruvato de 

sódio (Life Technologies) e 25 mM de HEPES (Life 

Technologies) na densidade de 3 x 106 células/mL. O total 

de 6 x 105 células foram semeadas em placa de 96 poços 

de fundo chato estéreis (Kasvi) no volume final de 200 µL 

por poço. Além da fração mononuclear do sangue 

periférico, em alguns experimentos foi utilizada a fração 

de células mononucleares da medula óssea humana 

(BMMC). Para isso, 3 amostras de aspirado de medula 

óssea, sem presença de malignidade, foram gentilmente 

cedidas pela Dra. Joanita Del Moral do HU UFSC. 

Amostras foram coletadas em tubo contendo heparina 

lítica e células mononucleares da medula óssea foram 

obtidos utilizando o reagente Ficoll e o mesmo protocolo 

para obtenção de PBMCs humana. 

3.4 Cultivo de Células  tronco/progenitoras 
hematopoiéticas (CD34+) do cordão umbilical 
humano 

As células tronco/progenitoras hematopoiéticas 

(HSPCs) foram obtidas pela empresa STEMCELL 

Technologies – Vancouver, na densidade de 2 x 105 

células por criotubo. Células foram rapidamente 
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descongeladas em banho a 37ºC e o conteúdo de células 

foi rapidamente transferido para tubo cônico de 15 mL 

com pipeta volumétrica estéril. Células foram lavadas 

pela lenta adição de volume suficiente para 15 mL da 

solução PBS estéril (Lonza) a 4ºC. Após adição, células 

em meio de congelamento e PBS foram gentilmente 

homogeneizados com o uso de pipetador volumétrico. A 

suspensão de células foi centrifugada a 300 x g por 10 

minutos, 20ºC com aceleração e freio em 5. O 

sobrenadante foi removido com pipeta volumétrica, em 

lado oposto ao pellet de células. Após remoção completa 

do sobrenadante, as células foram resuspendidas em 

meio SFEM II, a 37ºC, suplementado com coquetel de 

citocinas (STEMCELL Technologies) de acordo com 

instruções do fabricante (Cytokine cocktail 1x) na 

densidade de 5 x 104 células/mL em placa de 12 poços. 

Após 4 dias de expansão, as células foram lavadas e 

diluídas em meio SFEM na ausência do coquetel de 

citocinas para posterior utilização nos experimentos. 

Nesse tempo, a frequência de células CD34+ foi avaliada 

por citometria de fluxo e demonstrou ser superior à 90% 

(Figura 5).  
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Figura 5 – Protocolo de expansão de CD34+ humanas. Vials 
contendo 2x105 células CD34+ foram rapidamente descongelados, 
células foram lavadas e mantidas no meio SFEM II suplementado 
com as citocinas: SCF, TPO, IL-3, IL-6 e ligante de FTL3 em 
concentrações sugeridas pelo fabricante (Cytokine cocktail 1x). Após 
4 dias, foi observada uma expansão de ~50 vezes na densidade de 
células. Dot plot representativo mostra a frequência de células CD34+ 
no 4º dia. Esse tempo foi considerado como o tempo 0h em relação 
à infecção com Mtb. 

 

3.5 Cultivo de Mtb H37Rv e marcação com corante 
syto24. 

Todos os procedimentos e experimentos 

envolvendo a cepa laboratorial  Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv foram realizados em cabine de fluxo 

laminar nível de biossegurança 3 (BS3), utilizando como 

proteção individual máscaras N-95 (3M), luvas, toucas e 

jalecos descartáveis. As culturas de Mtb foram mantidas 

com repiques semanais provenientes de alíquotas 

congeladas a -80ºC. Após descongelamento, as 

alíquotas foram diluídas 4 vezes em solução salina estéril 

e 100 µL da suspenção bacteriana foi adicionado ao meio 

sólido Löwestein-Jensen (LJ – Laborclin). Culturas 
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mantidas em incubadora a 37ºC foram utilizadas dentro 

do período de 4 a 6 semanas. Prévio ao uso, uma 

suspenção bacteriana foi preparada a partir da coleta de 

colônia crescidas no meio LJ e ruptura em solução salina 

estéril utilizando esferas de vidro. A concentração 

bacteriana foi determinada por comparação com escala 1 

de McFarland, correspondente a 3 x 108 bactérias/mL. 

Para experimentos de infecção in vitro, a escala 1 

McFarland foi diluída em meio de cultivo humano (RPMI 

para PBMC/BMMC e SFEM II sem citocinas para células 

CD34+) na desejada multiplicidade de infecção (MOI). Em 

cada experimento a solução bacteriana foi plaqueada em 

meio Middlebrook 7H10 (BD Biosciences) suplementado 

com 10% do complexo Ácido oléico – Albumina – 

Dextrose (OADC) e incubado a 37ºC para confirmar a 

quantidade de bactéria utilizada no experimento. Em 

alguns experimentos a cepa H37Rv foi incubada com o 

corante Syto24 (Thermo®) para detecção de Mtb 

fluorescente. Brevemente, 500 nM de Syto24 foram 

adicionados a 1 mL de escala McFarland 1 e incubado a 

37ºC por 60 minutos. Posteriormente a solução 

bacteriana foi centrifugada a 12.000 x g por 20 min. 20ºC, 

o sobrenadante foi descartado com pipeta e 1 mL de 

solução salina foi adicionado para remoção do excesso 
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do corante. A suspensão bacterianafoi novamente 

centrifugadas a 12.00 x g por 20 min, 20ºC e 

ressuspendidas em  respectivo meio de cultivo humano.  

3.6 Contagem de Unidades Formadoras de Colônia de 
Mycobacterium tuberculosis (UFC) 

Em diferentes períodos de infecção in vitro, células 

CD34+ foram coletadas da placa por jateamento e 

transferidas para tubo cônico de 1,5 mL. A suspensão de 

células e bactéria foi então centrifugada a 400  x g por 10 

minutos a 20ºC. Os sobrenadantes foram coletados e 

congelados a -20ºC e as células foram lavadas uma vez 

com solução salina estéril. Após a lavagem, o 

sobrenadante foi removido e as células foram lisadas com 

200 uL de solução 0,05% de Tween 80 (Vetec) em salina 

estéril. Os lisados celulares foram diluídos em diferentes 

concentrações (10-1 a 10-5) e o volume de 50 uL foi 

semeado em placa de meio Middlebrook 7H10 

suplementado com com 10% do complexo Ácido oléico – 

Albumina – Dextrose (OADC) e incubado a 37ºC. As 

placas foram vedadas com parafilme e mantidas 

invertidas por 24 horas. Após esse tempo, placas foram 

viradas, colocando a superfície com ágar voltada para 

cima. Após 28 dias, unidades formadoras de colônia 
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(UFC) foram contadas e o resultado foi expresso 

graficamente como CFU/mL. 

3.7 Determinação de Mtb em HSPCs por coloração de 
Kinyoun 

Em diferentes tempos após a infecção, as células 

CD34+ foram lavadas e fixadas com solução de 

paraformaldeído (PFA) 2% e mantidas overnight a 4ºC. 

Posteriormente, as células foram lavadas com água 

ultrapura (Miliq) e aderidas em lâminas por centrifugação 

cytospin (2000 RPM, 10 min.). Após a secagem das 

lâminas, amostras foram tratadas por 5 minutos com 

metanol (Vetec®), lavadas com água ultrapura e coradas 

com solução carbol-fuscina (Sigma®) por 2 minutos. As 

amostras foram lavadas uma vez com água ultrapura e 

contracoradas com o corante azul de metileno (Sigma®) 

por 30 segundos. As lâminas foram lavadas mais uma vez 

e lamínulas foram então fixadas através do meio de 

montagem Permount (Sigma®) e examinadas em 

microscópio Olympus BX40 utilizando a câmera Olympus 

DP72. 
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3.8 Determinação de Mtb em HSPCs por microscopia 
de fluorescência. 

A suspensão de Mtb marcada com o corante 

Syto24 (Thermo) foi obtida conforme a seção métodos x5. 

Brevemente, após 4 dias de expansão, 1x105 células 

CD34+ foram semeadas em placa de 24 poços no volume 

final de 500 µL e infectadas com Mtb Syto24 no MOI 3:1 

(3 bactérias para uma célula), por 4 horas. 

Posteriormente, células foram lavadas com solução 

salina estéril, fixadas com PFA 2% e aderidas à lamínula 

por centrifugação cytospin (2000 RPM, 10 min.).  Para 

visualização do núcleo, as células foram marcadas com o 

corante Hoeschst 33342 1 µg/mL (Immunochemestry 

technologies®) por uma hora. As células foram lavadas 

uma vez com água miliq e montadas para análise no 

microscópio confocal DMI6000 B (Leica®).  

3.9 Determinação do conteúdo de proteínas por 
Immunoblotting 

As células CD34+ foram semeadas na densidade 

de 3 x 105 em placa de 24 poços no volume final de 500 

µL e infectadas com Mtb no MOI 3. Após 5 dias de 

infecção, células foram centrifugadas em 450 x g por 10 

minutos a 4ºC, o sobrenadante foi armazenado a -20°C e 
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as células foram resuspendidas em tampão de lise M-

PER (Thermo Fisher Scientific) contendo inibidor de 

protease (Complete Mini Protease Inhibitor tablets, 

Roche), em concentrações sugeridas pelo fabricante. As 

células foram gentilmente resuspendidas em tampão M-

PER completo com o uso de uma pipeta volumétrica e 

mantidas a 4ºC por 40 minutos. A suspensão celular foi 

então centrifugada a 12.000 x g, 20 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo cônico. 

As proteínas foram então quantificadas através do Kit 

Pierce BCA Protein assay, seguindo protocolo do 

fabricante. Para o immunoblot, 15 µg de proteínas totais 

foram separadas em gel precast de acordo com as 

intruções do fabricante e transferidas para membrana de 

difluoredo de polivinildina 0.22 µm. A membrana foi 

bloqueada por 1 hora com solução 5% BSA em TBST 

(Tampão Tris com Tween 20 0.1%) (p/v) e 

subsequentemente lavada três vezes com TBST, 5 

minutos cada lavagem. As membranas foram então 

incubadas em anticorpo primário diluído em BSA 1% 

(p/v), 0,1% Tween 20 em TBS, sob agitação branda a 4ºC 

overnight. Os anticorpos primários utilizados foram: 

pSTAT1 Y701 1:1000 (M135 – Abcam), STAT1 1:1000 

(SM1 – Abcam), C/EBP β 1:250 (sc-150 – Santa Cruz) e 
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β-Actina 1:5000 (mAbcam 8226 – Abcam). Asmembranas 

foram posteriormente lavadas três vezes com TBST e 

incubadas com o respectivo anticorpo secundário 

conjugado a HRP 1:10000 (Horseradish peroxidase) por 

2 horas a temperatura ambiente. Membranas foram então 

lavadas três vezes com TBST e duas vezes com TBS. A 

quimioluminescência foi observada frente a adição do 

substrato ECL (Pierce) e fotodocumentada nos tempos 

de 30 segundos, 1 minuto, 5 minutos e 10 minutos. Filmes 

foram digitalizados e passados para escala preto e 

branco pelo software  ImageJ. 

 

3.10 Reação de PCR em tempo real 

O RNA total foi extraído de HSPCs infectadas ou 

não com Mtb nos tempos de 1, 3 e 5 dias de cultura. A 

extração de RNA foi realizada utilizando o reagente 

TRIzol (Thermo) de acordo com as instruções do 

fabricante. A concentração de RNA em cada amostra foi 

estimada pela leitura de absorbância em 260 nm e 1 µg 

de RNA foi aplicado para a reação de transcriptase 

reversa, utilizando  o kit comercial High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription (Applied Biosystems). Dois 

microlitros do produto da reação de transcrição reversa 
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foi diluído 1:8 em água ultrapura estéril nuclease-free 

(Lonza) e utilizado para a reação de PCR quantitativa em 

tempo real na presença do corante SyBrGreen (Applied 

Biosystems) e dos seguintes iniciadores humanos: Il6 F: 

5’- CCACACAGACAGCCACTCAC -3’, R: 5’- 

AGGTTGTTTTCT GCCAGTGC-3’. Ifi16 F: 5’ – 

ACTGAGTACAACAAAGCCATTTGA – 3’, R: 5’ – 

TTGTGACATTGTCCTGTCCCCAC – 3’. Mx1 F: 5’ – 

ATCCTGGGATTTTGGGGCTT – 3’, R: 5’ – 

CCGCTTGTCGCTGGTGTCG – 3’. Isg15 F: 5’ – 

TCCTGGTGAGGAATAACAAGGG – 3’, R: 5’ – 

CTCAGCCAGAACAGGTCGTC – 3’. 18s F: 5’ – 

TAGAGGGACAAGTGGCGTTC – 3’, R: 5’ -

CGCTGAGCCAGTCAGTGT – 3’. Hprt F: 5’ - 

CCTGCTGGATTACAT CAAAGCACTG – 3’, R: 5’ - 

TCCAACACTTCGTGGGGTCCT – 3’. Os resultados 

foram expressos como expressão relativa de cada gene, 

utilizando a fórmula 2-ΔΔCt e comparando aos controles 

endógenos 18s e HPRT e células controle não infectadas 

em respectivos tempos de cultura. 
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3.11 Dosagem de citocinas por ensaio 
imunoenzimático (ELISA) 

 A dosagem da citocina IL-6 (eBioscience) foi feita 

a partir do sobrenadante de HSPCs expostas a Mtb ou na 

presença de meio de cultura (grupo controle). A detecção 

ocorreu por ELISA direto. Resumidamente, placa de 96 

poços Nunc Maxisorp  foram sensibilizadas com 100 µL 

de anticorpo de captura, diluído em coating buffer, por 16 

horas a 4ºC, de acordo com instruções do fabricante. 

Após incubação, os poços foram lavados 3 vezes com 

300 µL de tampão de lavagem PBST (0,05% Tween 20 

em PBS filtrado a 0.45 µm). O bloqueio foi realizado com 

200 µL de tampão de bloqueio fornecido pelo fabricante 

por 1 hora a temperatura ambiente. Os poços foram 

novamente lavados conforme passo anterior e incubados 

com 100 uL de sobrenadante diluído 1:200. Em paralelo, 

os poços receberam concentrações crescentes de rhIL-6 

para criação da curva-padrão. Amostras e curva-padrão 

foram incubados por 16 horas a 4ºC. Os poços foram 

lavados e receberam 100 µL do anticorpo de detecção 

diluído em assay diluent conforme recomendações do 

fabricante. As placas foram vedadas, incubadas por 2 

horas a temperatura ambiente e lavadas novamente. Na 
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sequência foram adicionados 100 µL de streptavidina 

conjugada a enzima horseradish peroxidase (HRP) pelo 

período de 30 minutos. Após incubação, foram feitas 5 

lavagens com PBST e adicionado o substrato 3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidine (TMB). A reação colorimétrica 

ocorreu no período de 10 minutos, protegido da luz e a 

temperatura ambiente. Após o desenvolvimento de 

coloração amarela, 50 µL da soluçao de parada contendo 

H2SO4 2N foram rapidamente adicionados aos poços e a 

leitura foi realizada no equipamento SpectraMax, 

utilizando o comprimento de onda de 450 nm. Valores da 

curva padrão foram utilizados para regressão linear e 

obtenção da equação da reta, através do software 

GraphPad Prism 6. Os valores de absorbância das 

amostras foram interpolados na equação e a 

concentração em µg/mL foi determinada no gráfico. 

3.12 Quantificação de LDH no sobrenadante de 
HSPCs expostas a Mtb 

 Sobrenadante das culturas de HSPCs foram 

coletados em diferentes tempos após infecção e 

armazenados a -20ºC até o momento da análise. Para a 

quantificação de LDH no sobrenadante, foi utilizado  o 

reagente CytoTox-ONE, de acordo com as instruções do 
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fabricante. Trinta minutos após a incubação, foi 

adicionada a solução de parada do kit e a leitura foi 

realizada no equipamento SpectraMax, utilizando o 

comprimento de onda 590 nm. Valores de absorbância 

foram utilizados para estimar a quantidade de LDH no 

sobrenadante.  

3.13 Inibição da sinalização de IFNAR2, IFNγ e IL-6R 
em HSPCs 

 HSPCs humanas submetidas ao protocolo de 

expansão descrito no item 3.4 foram tratadas ou com 

anticorpo neutralizante anti-IFNAR2 (PBL) na 

concentração de 1 µg/mL, anti-IFN-γ (Immunotools) na 

concentração de 10 µg/mL ou anti-IL-6R (Tocilizumab, 

Roche) na concentração de 1 µg/mL. Os três tratamentos 

foram feitos com 2 horas de antecedência à infecção das 

células. Como controle da inibição, PBMC humano foi 

isolado, deixado em estufa a 37ºC 5% CO2 overnight e 

posteriormente tratado com anti-IFNAR2, anti-IFN-γ ou 

anti-IL-6R nas devidas concentrações mencionadas 

anteriormente. Para a via do IFNAR2A, células tratadas 

com o anticorpo receberam a citocina IFNa2a 

(Immunotools) na concentração de 100 U/mL; em 

paralelo PBMCs receberam IFNA2a na ausência do 
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anticorpo neutralizante. Após 30 minutos de estímulo em 

banho-maria a 37ºC, as células foram fixadas com PFA 

2% e marcadas com anticorpo anti-pSTAT1 Y701 (clone 

4a) de acordo com instruções do fabricante (descrito no 

item 3.14). A frequência de células positivas para pSTAT1 

Y701 foi avaliada por citometria de fluxo (Figura 27). Para 

avaliar a inibição da via do IFN-γ, PBMC foi tratado com 

IFN-γ 100 U/mL por 24 horas, na ausência ou presença 

do anticorpo neutralizante respectivo. A expressão de 

CD38 e CD64, genes estimulados por IFN-γ em 

monócitos humanos [76, 77] foram avaliadas em eventos 

CD14+ (Figura 28). Para a via do receptor de IL-6, PBMC 

foi tratado com IL-6 na concentração de 50 ng/mL por 24 

horas, na presença ou ausência do anticorpo 

neutralizante tocilizumab. A expressão de TLR2, 

molécula regulada por IL-6 em monocitos humanos, foi 

avaliada por citometria de fluxo em eventos CD14+ 

(Figura 29). 

3.14 Citometria de Fluxo 

PBMCs foram semeadas na densidade de 2,5 x 

106 células/mL em placa de 96 poços e volume final de 

200 uL. Células foram mantidas por 4 horas à 37ºC em 

estufa contendo 5% de saturação de CO2 prévia 
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exposição à micobactéria. Após 4 horas, células foram 

infectadas com Mtb no MOI 3 em diferentes tempos. 

Células foram coletadas da placa através de pipetagem 

vigorosa, centrifugadas por 450  x g, 10 minutos e lavadas 

duas vezes com solução salina. Amostras foram então 

marcadas com o corante fixável de viabilidade celular 

FVS v450 (BD Biosciences) na concentração 1:1000 por 

15 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. 

Terminado o tempo de incubação, células foram lavadas 

com tampão FACS (Solução BSA 1% e azida sódica 0,1% 

em PBS) e incubadas com 10% de soro humano AB por 

15 minutos à 4ºC. Os seguintes anticorpos foram então 

utilizados em diferentes combinações indicadas em cada 

figura: 

Marcação de HSPCs em PBMC humano: anti-Lin1 

- FITC (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20,CD56), anti-

CD34 - PE (clone 581), anti-CD34 – FITC (clone 8G12), 

anti-CD34 – PerCP (clone 581) , anti-HLA-DR PE-Cy7 

(clone L243), anti-HLA-DR – Bv510 (clone G46-6), anti-

CD38 - APC (clone HIT2), anti-CD4 APC-Cy7 (clone 

GK1.5), anti-CD64 - Bv421 (clone 10.1), anti-CD10 – 

FITC (clone HI10A), anti-CD14 – V450 (clone MφP-9), 

anti-CD14 - Alexa488 (clone 63D3) foram adicionados em 

concentrações previamente tituladas e incubados por 40 
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minutos à 4ºC. Para a marcação de pSTAT1 Y701 (clone 

4 a), células foram fixadas com reagente FIX/PERM (BD) 

e permeabilizadas com reagente Perm III (BD) de acordo 

com protocolo III disponibilizado em: 

https://www.cytobank.org/facselect/downloads/Phosflow

_Protocol_for_Human_PBMCs.pdf 

Marcação de CD34+ provenientes de CB humano: 

anti-CD34 – PE (clone 581), anti-CD11b (clone M1/70), 

anti-CD4 – APC-Cy7 (clone GK1.5), anti-CD64 – Bv421 

(clone 10.1), anti-CD14 – V450 (clone MφP-9) , anti-CD14 

– Alexa488 (clone 63D3), anti-CD66b – PE (clone 

G10F5), anti-BDCA1 – APC-Cy7 (clone L161), anti-

CD41a – FITC (clone HIP8), anti-BDCA2 - APC (clone 

201A), anti-BDCA3 – Bv510 (clone 1A4), anti-Clec9A – 

A700 (clone FAB6049P), anti-CD123 – PE (clone 5B11), 

anti-CD16 – APC (clone 3G8) foram adicionados em 

ceoncentrações previamente tituladas e incubados por 40 

minutos à 4ºC.  

 Todas as amostras foram então lavadas com 

tampão FACS e ressuspendidas em PFA 2%. Eventos 

foram adquiridos em citômetro de fluxo FACS Verse com 

o software  FACSuite (BD Bioscience). A análise dos 

dados de citometria foram feitas no software Flowjo v. 

10.1 (TreeStar).  
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3.15 Análise do transcriptoma de HSPCs expostas a 
Mtb 

RNA total obtido de células CD34+ expostas a Mtb, 

conforme descrito no item x10, foi enriquecido para 

mRNA por seleção de fitas com calda poli-A e o 

sequenciamento do mRNA foi feito na plataforma Illumina 

Miseq, localizada no Nucleomics Core da Universidade 

Católica de Leuven (Bélgica). Adaptadores e leituras do 

sequenciamento Illumina com scores de qualidade Phred 

menores que 20 foram removidos utilizados o software 

Trimmomatic (0.36). Leituras ordenadas (Trimmed reads) 
foram alinhadas ao genoma de referência (hg38 – UCSC) 

utilizando o software STAR (2.6.0c). Leituras do 

alinhamento foram mapeadas contra o genoma hg38 

utilizando a ferramenta featureCounts do pacote de 

subleituras (1.6.1). Genes com leituras inferiores a 3 

foram removidos. A metodologia baseada em modelo 

binomial negativo edgeR (3.10.0) foi utilizada para análise 

de expressão diferencial. Para calcular os fatores de 

normalização entre amostras foram utilizados os 

parâmetros library-based, TMM e ComBat. T-fit e e-fit 

com False discovery rates menores que 0.05 (para teste 
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T) foram utilizados para definir o conjunto de genes 

diferencialmente expressos (DEGs) [78, 79]. 

3.16 Processamento dos dados e Análise estatística 

Dados obtidos nos experimentos foi processado 

utilizados o software GraphPad Prisma 6 e analisados 

utilizando test T não pareado, ANOVA de uma via ou 

ANOVA de duas vias dependendo do desenho 

experimental. Significância estatística foi expressa da 

seguinte forma: *p ≤0.05, **p ≤0.01 and ***p ≤0.001. 

Barras representam média e erro representa o erro 

padrão da média. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Mycobacterium tuberculosis infecta células 
tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas 
(CD34+) 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é um patógeno 

exclusivo humano, o qual apresenta a capacidade de 

infectar múltiplos tipos celulares de diferentes ontogenias 

[20]. Nesse contexto, Das e colaboradores 

demonstraram que células tronco mesenquimais (MSCs), 

presentes na medula óssea humana, são infectadas por 

Mtb. Considerando a presença de Mtb em MSCs na 

medula óssea humana, foi levantada a hipótese que 

células tronco hematopoiéticas são infectáveis por Mtb. 

Para abordar a hipótese experimentalmente, PBMCs de 

doadores saudáveis foram isolados e posteriormente 

expostos à cepa laboratorial H37Rv, marcada com o 

corante Syto24, o qual torna a bactéria fluorescente no 

canal FL-1 do citômetro (Figura 6a). Após 4h de 

exposição a Mtb (MOI 3), experimentos de citometria de 

fluxo (Figura 6b) demonstraram que eventos Lin-CD34+ 

estavam associados a Mtb fluorescente (69%±z (Figura 
6c e 6d). Como controle, foi avaliada a associação de Mtb 

(79%±z (figura 5d) com monócitos humanos (CD14+), os 
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quais já foram caracterizados como células infectáveis 

por Mtb [80, 81]. Além da análise de frequência, foi 

utilizado o parâmetro mediana de intensidade de 

fluorescência (MFI), como uma forma de estimar a 

quantidade de bactérias associada por tipo celular. Foi 

observado que no tempo de 4h, os valores de MFI para 

syto24 foram em média oito vezes menores nas HSPCs 

quando comparado ao resultado encontrado nos 

monócitos (figura 6e). Esses resultados sugerem que 

enquanto HSPCs são permissivas a infecção por Mtb in 
vitro, apenas uma pequena quantidade de bactérias se 

associa a essa população, quando comparada a células 

fagocíticas profissionais como os monócitos.  

Figura 6– Mycobacterium tuberculosis se associa a células 
tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas. (a) Histograma 
representativo mostrando a fluorescência emitida por Mtb marcada 
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com o corante Syto24 no canal FL-1. (b) Countour plots 
representativos demonstram a estratégia utilizada para analisar a 
associação de Mtb a HSPCs humanas. Após exclusão de dupletos e 
células não viáveis (FVS+), HSPCs foram selecionadas como 
eventos Lin1-CD34+. (c) Histograma ilustra a associação de Mtb a 
HSPCs. Linha preta: Controle não infectado. Linha azul, laranja e 
roxa representam 3 diferentes doadores expostos a MtbSyto24, MOI 
3. (d) Gráfico de barras mostra a frequência de HSPCs (CD34+) e 
monócitos (CD14+) associados a Mtb e (e) a mediana de intensidade 
de fluorescência para syto24 nas respectivas populações. Cada 
símbolo representa um doador de PBMC. Barras representam média 
e erro representam EPM. Dados somados de 3 experimentos 
independentes, n: 9-11. 

 

 Os dados apresentados na Figura 5 sugerem que 

células tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas 

são permissivas a infecção por Mtb. No entanto, a 

abordagem experimental utilizada não permite distinguir 

a localização da bactéria nas HSPCs. Foi demonstrado 

em células fagocíticas que a ligação do patógeno a 

membrana da célula e a internalização da bactéria 

desencadeiam diferentes respostas celulares associadas 

com a produção de citocinas e mecanismo de morte 

celular [82]. Para responder se HSPCs humanas são 

infectadas por Mtb, utilizamos a cultura de CD34+ 

purificadas, derivadas do cordão umbilical humano. Após 

4 dias de expansão (métodos 3.4), HSPCs foram 

expostas a Mtb Syto24 no MOI 3, por 4h. As células foram 

lavadas, fixadas e aderidas à lamínula por centrifugação 
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cytospin. Lâmina foi marcada com o corante Hoescht 

33342 para visualização do núcleo e analisada por 

microscopia confocal. Observamos a colocalização de 

Mtb Syto24 com o núcleo das HSPCs, sugerindo que 

HSPCs humanas são permissíveis a infecção por Mtb in 
vitro (Figura 7). 

Figura 7 – Mycobacterium tuberculosis infecta HSPCs humanas 
in vitro. Células CD34+ purificadas de cordão umbilical humano 
foram expostas a Mtb Syto24, no MOI 3, por 4h. A suspensão celular 
foi fixada com PFA 2%, aderida à laminula por cytospin e 
contracorada com Hoescht 33342. Imagens fora obtidas por 
microscopia confocal. Dados representativos de 3 experimentos 
independentes, n: 2. Escala: 5 µm.  

Em conjunto, os dados obtidos nas análises de 

PBMC e células CD34+ purificadas de cordão umbilical 

(CB) humano demonstram que células 

tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas são 
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permissivas à infecção por Mtb in vitro.                                                                                                

       

4.2 Mycobacterium tuberculosis prolifera na cultura 
de células CD34+ humanas. 

 Ao longo de sua evolução no hospedeiro humano, 

Mtb desenvolveu inúmeras estratégias de resistência e 

subversão do sistema imune, permitindo sua 

sobrevivência e propagação em nossa espécie. 

Exemplos dessas estratégias incluem a inibição da 

maturação do fagossomo em macrófagos [83], a 

diminuição na eficiência de células dendríticas em 

apresentarem antígeno [84] e a capacidade de infectar 

células com propriedades evasivas ao sistema imune [24, 
25]. Frente aos diversos mecanismos de 

evasão/propagação de Mtb e os dados apresentados nas 

Figuras 6 e 7, os quais ilustram que HSPCs são 

infectadas por Mtb, investigamos se essa população 

apresenta um nicho  favorece  seu crescimento. Para 

isso, células CD34+ purificadas foram expostas a Mtb MOI 

3 por 4h, 1, 3, 5 e 7 dias. Em cada um desses tempos, 

células foram lavadas e lisadas para quantificação das 

bactérias intracelulares. Após 28 dias, unidades 

formadoras de colônia por mL (UFC/mL) foram 
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enumeradas e representadas graficamente. Observou-se 

semelhantes quantidades de bactérias nos tempos inicias 

de 1 e 3 dias, quando comparadas a quantidade inicial 

avaliada em 4h (Figura 8). No entanto, nos tempos de 5 

e 7 dias, visualizou-se um aumento expressivo, de 

aproximadamente 2 logs, na quantidade de bactérias 

detectadas na cultura de CD34+ (Figura 8). 

Figura 8 – Mycobacterium tuberculosis prolifera na cultura de 
HSPCs humanas. Contagem de UFC/mL em meio 7H10 após 28 
dias de crescimento. Resultado representativo de6 experimentos 
independentes, n:5. Análise estatística: Anova de uma via seguido do 
pós-teste de Tukey. ***p≤0,001.  
 

Paralelo ao experimento de crescimento em meio 

7H10, células CD34+ expostas a Mtb nos tempos de 1, 5 

e 10 dias foram coletadas, aderidas à lamínula e 

submetidas a coloração de Kinyoun (Métodos 3.7). Essa 
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coloração permite a visualização do bacilo álcool-ácido 

resistente, corado com carbol-fuscina, e das células 

eucarióticas coradas com azul de metileno, sem a 

necessidade do emprego de calor o qual pode 

comprometer a morfologia das células. Corroborando os 

dados apresentados na figura 8, observou-se o 

expressivo aumento na densidade de bacilos nos tempos 

de 10 e 5 dias, quando comparados ao tempo de 4h 

(Figura 9). 

Figura 9 – Proliferação de Mycobacterium tuberculosis 
observada por coloração de Kinyoun em HSPCs humanas. 
Lâminas de células CD34+ purificadas expostas a Mtb no MOI 3 
pelos tempos de 1, 5 e 10 dias de infecção. Setas apontam bacilos 
associados às células. Dados representativos de 3 experimentos 
independentes, n:3. Escala: 10 µm. 

Conclui-se, no conjunto de dados apresentados 
previamente, que HSPCs humanas são infectadas por 
Mtb e que esse sistema promove a proliferação da 
bactéria in vitro.  
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4.3 Mycobacterium tuberculosis induz aumento na 
expressão de marcadores mielóides em HSPCs do 
PBMC humano 

 Considerando o sucesso de Mtb em infectar e 

proliferar nas HSPCs humanas, investigou-se se estes 

eventos são capazes de influenciar a diferenciação dessa 

população. O potencial em gerar células da linhagem 

eritróide, mielóide e linfóide é uma das características 

fundamentais das HSPCs. Mudanças no equilíbrio de 

produção dessas populações estão diretamente 

relacionadas à eficiente resposta do sistema imune do 

hospedeiro [71]. Pacientes com tuberculose pulmonar 

ativa apresentam alterações em toda série 

hematopoiética, sendo encontrado na medula óssea em 

maior frequência hipercelularidade, diminuição da função 

eritróide, linfopenia e aumento na atividade mielóide [72]. 
Além das alterações na medula óssea, o sangue 

periférico de pacientes com tuberculose apresenta níveis 

elevados de monócitos e redução de linfócitos, apenas na 

fase ativa da doença [75]. Dessa forma, hipotetizou-se 

que as alterações na série hematopoiética são resultado 

da ativação de HSPCs por Mtb, direcionando seu 

respectivo comprometimento para a linhagem mielóide. 
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 A fim de responder se a infecção influencia a 

diferenciação de HSPCs, PBMC de doadores saudáveis 

foram expostos a Mtb no MOI 3 pelos períodos de 24, 72 

e 144h. Em cada tempo, células foram lavadas e 

marcadas com anticorpo anti-Lin1 e anti-CD34, para 

idenficação de HSPCs humanas conforme ilustrado na 

figura 6b. Foi observado, nesse sistema, que a 

frequência de células CD34+ diminui de forma 

semelhante na cultura entre os grupos controle e 

expostos a Mtb (Figura 10b), sugerindo que a infecção 

não promove a expansão de HSPCs do sangue periférico 

humano. Além da frequência de HSPCs, avaliou-se 

nessa população, por citometria de fluxo, a expressão de 

CD38 (ADP ribosil ciclase), molécula que tem sua 

expressão aumentada ao longo do processo de 

diferenciação para as diferentes linhagens [85]. Além de 

células não-infectadas, utilizou-se como controle PBMCs 

expostos à bactéria inativada pelo calor (Heat-killed - HK 

Mtb), a fim de se avaliar se apenas o reconhecimento de 

PAMPs da micobactéria, presentes na preparação de Mtb 

mortas pelo calor, são suficientes para ativar as HSPCs. 

Observou-se que a exposição a Mtb viva, mas não a 
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inativada pelo calor, induziu o aumento na expressão de 

CD38 nos tempos de 72 e 144h (Figura 10c).  

Figura 10 – Mycobacterium tuberculosis induz o aumento da 
expressão de CD38 em HSPCs humanas. (a) Histograma 
representativo de um doador mostra a expressão de CD38 em 
HSPCs expostas a Mtb, HK Mtb ou grupo controle, no tempo de 72h. 
Linha tracejada: Controle não infectado; Linha vermelho: Expostos a 
HK Mtb MOI 3; Linha azul: Expostos a Mtb MOI 3. (b) Gráficos em 
linha representam a frequência de células CD34+ por PBMC e (c) o 
MFI para CD38 nas células Lin-CD34+. Dado representativo de 5 
experimentos independentes, n: 10 por experimento. Símbolos 
representam média e erro representa EPM. Estatística: Anova de 
duas vias seguido de pós-teste de Bonferroni. ***p≤0,001 em relação 
ao controle não infectado no respectivo tempo. #p≤0,05 em relação 
ao controle não infectado no respectivo tempo.  
 

Considerando o aumento na expressão de CD38 

em Lin-CD34+ após infecção, sugeriu-se que a exposição 

a micobactéria viva promove a diferenciação das HSPCs. 

Enquanto esse resultado suporta a hipótese que Mtb 

promove o comprometimento de HSPCs, a identidade 

dos progenitores gerados após infecção permanece 

desconhecida. A fim de responder se a infecção direciona 

o comprometimento para linhagem mielóide, analisou-se 

nas HSPCs, por citometria de fluxo, a expressão dos 
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antígenos HLA-DR, CD4 e CD64, os quais estão mais 

expressos em progenitores de origem mielóide [86 – 88]. 
Como controle, foi analisada a expressão de CD10, 

antígeno presente em progenitores da linhagem linfóide 

[89]. Dessa forma, PBMC de doadores saudáveis foram 

expostos a Mtb no MOI 3 pelo período de 72h, tempo no 

qual foi observado aumento significativo na expressão de 

CD38 nas células CD34+ (Figura 10b). Foi observado 

que a infecção promoveu o aumento na expressão de 

HLA-DR, CD4 e CD64 em células Lin-CD34+ após 72h de 

infecção (Figura 11a). Quando comparado ao grupo 

exposto a HK Mtb, apenas a expressão de HLA-DR foi 

induzida, comparado-se ao controle não estimulado 

(Figura 11a). Além dos valores de expressão individuais 

(MFI), notou-se o aumento em eventos CD4+CD64+ 

dentro da população que expressa altos níveis de CD38 

e HLA-DR. Esse fenótipo foi observado nos grupos 

expostos a Mtb ou HK Mtb, em maior magnitude no 

infectado com a bactéria viva (Figura 11b). Não foi 

observada diferença na expressão de CD10 entre o grupo 

controle e o exposto a micobactéria (Figura 30). 
Esse conjunto de resultados sugere que a infecção 

por Mtb promove a ativação de HSPCs e seu respectivo 

comprometimento para progenitores da linhagem 
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mielóide. Esse fenótipo depende parcialmente da 

atividade da bactéria viva, sendo possível então o 

envolvimento de PAMPs de Mtb na ativação de HSPCs.  
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Figura 11 – Infecção por Mycobacterium tuberculosis resulta em 
aumento na expressão de marcadores mielóides em HSPCs do 
PBMC humano in vitro (a) Histograma representativo de um doador 
mostra a expressão de HLA-DR, CD4 e CD64 em HSPCs expostas 
a Mtb e grupo controle, no tempo de 72h. Linha tracejada: Controle 
não infectado; Linha azul: Expostos a Mtb MOI 3. Gráfico de barras 
com símbolos representam o MFI para HLA-DR, CD4 e CD64 nas 
células CD34+. (b) Countour plot representativo ilustra a estratégia 
de gating para avaliar eventos CD4+CD64+ dentro da população 
CD34+CD38highHLA-DRhigh. Ctrl representa o grupo controle não 
infectado e Mtb representa o grupo exposto a Mtb MOI 3. Gráfico 
ilustra a frequência de células CD4+CD64+ em relação a população 
CD34+. Resultado expresso como pool de 3 experimentos 
independentes, n: 5-9. Cada símbolo representa um doador. Losângo 
aberto: Controle não infectado; Losângo azul: Infectado com Mtb MOI 
3. Losângo vermelho: Exposto a HK Mtb MOI 3. Barras representam 
média e erro representa EPM. Estatística: Anova de uma via seguido 
de pós-teste de Bonferroni. *** p≤0,001, **p≤0,01 e *p≤0,05 em 
relação ao grupo controle não infectado. 
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4.4 Mycobacterium tuberculosis induz a expressão de 
marcadores mielóides em HSPCs da medula óssea 
humana 

 Células tronco/progenitoras hematopoiéticas são 

encontradas na circulação de seres humanos, porém em 

frequência muito menor (~10 vezes) quando comparado 

ao tecido da medula óssea. Além da frequência, HSPCs 

da medula óssea são enriquecidas em progenitores 

linfóides e células tronco quiescentes, quando 

comparadas às populações presentes no sangue 

periférico [90]. Considerando os dados que apontam a 

presença de Mtb na medula óssea [25] e a maior 

diversidade e frequência de HSPCs nesse tecido [90], 
perguntou-se se a infecção por Mtb promoveria 

semelhante resposta a encontrada nas Lin-CD34+ do 

sangue periférico humano na respectiva população da 

medula óssea. As amostras foram imediatamente 

processadas em gradiente de Ficoll e a fração 

mononuclear (BMMC) foi semeada e exposta a Mtb no 

MOI 3 ou HK Mtb pelos tempos de 24, 72 e 144h. Em 

cada tempo, o sobrenadante foi armazenado e células 

foram marcadas com anticorpos contra os antígenos 

CD34, CD38, HLA-DR, CD4, CD64. A análise por 
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citometria de fluxo demonstrou que a infecção por Mtb 

aumentou a expressão dos respectivos marcadores 

mieloides na população CD34+ (Figura 12a). Aplicando-

se a mesma estratégia de gating da  figura 11b, 

observou-se aumento na frequência de células positivas 

para CD4 e CD64 na população CD34+CD38+HLA-DR+ 

no grupo exposto a Mtb (Figura 12b). Semelhante aos 

resultados encontrados com PBMC, HK Mtb induziu, 

porém em menor magnitude, a expressão de marcadores 

mielóides nas células CD34+ (Figura 12b). Frente aos 

dados, sugere-se que HSPCs da medula óssea humana 

são ativadas e expressam moléculas de progenitores 

mielóides após infecção por Mtb. 
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Figura 12 – Infecção por Mycobacterium tuberculosis induz a 
expressão de marcadores mielóides em HSPCs derivadas da 
medula óssea humana in vitro. (a) Expressão de CD38, HLA-DR, 
CD4 e CD64 em células CD34+ derivadas da medula óssea humana 
nos tempos de 24, 72 e 144h. Círculo aberto: controle não infectado; 
Losângo azul: Infectado com Mtb MOI 3; Losângo vermelho: HK Mtb 
MOI 3. (b) Countour plot representativo ilustra a estratégia de gating 
para avaliar eventos CD4+CD64+ dentro da população 
CD34+CD38+HLA-DR+. Ctrl representa o grupo controle não 
infectado e Mtb representa o grupo exposto a Mtb MOI 3. Gráfico 
ilustra a frequência de células CD4+CD64+ em relação a população 
CD34+. Símbolos representam média e erro representa EPM. 
Resultado de 3 experimentos independentes, n:3. 

 

4.5 Infecção por Mycobacterium tuberculosis não 
promove a morte de HSPCs in vitro.  

 A utilização do sangue periférico e medula óssea 

humana permitiu-nos avaliar a resposta de HSPCs, 

identificadas pela expressão de CD34+, frente a infecção 

por Mtb. Ambos os sistemas, no entanto, contêm 

populações de células adultas do sistema imune 

(linfócitos, monócitos, células NK, células dendríticas), 
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que respondem de diferentes formas a infecção por Mtb. 

Por isso, não podemos excluir nesse sistema 

heterogêneo a participação de outras populações 

celulares na ativação de HSPCs. A fim de abordar a 

hipótese que HSPCs respondem diretamente à infecção 

por Mtb, utilizamos células CD34+ purificadas do cordão 

umbilical humano para os próximos experimentos. 

Considerando os dados das figuras 6, 7 e 8, os quais 

demonstram que HSPCs purificadas são infectadas por 

Mtb e que a bactéria prolifera nesse sistema, 

perguntamo-nos se a infecção induz a morte dessa 

população. Nesse contexto, Yi e colaboradores 

demonstraram que o antígeno de Mtb ESAT-6 induz 

apoptose de células CD34+ humanas, de forma dose 

dependente. Dessa forma, e diferentes tempos de 

infecção avaliamos a viabilidade de células CD34+ por 

meio de dois parâmetros independentes: a frequência de 

celulas positivas para o corante FVS (células+: não-

viáveis) e a quantificação de LDH, enzima presente no 

interior de células viáveis e liberada por células com 

comprometimento na membrana. Observamos, pelo 

emprego das duas técnicas, que a infecção por Mtb no 

MOI 3 não compromete a viabilidade de HSPCs (Figura 
13a e b). 
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Figura 13 – Infecção por Mycobacterium tuberculosis não altera 
a viabilidade de HSPCs. (a) Histograma representativo mostra a 
frequência de células não viáveis (FVS+) na cultura de HSPCs. Linha 
preta: Controle não infectado. Linha azul: Infectado com Mtb MOI 3. 
Gráfico de linhas ilustra a frequência de células não viáveis nos 
tempos de 5 e 10 dias de cultura. Círculo aberto: Controle não 
infectado; Círculo azul: Infectado com Mtb MOI 3. (b) Gráfico de 
linhas mostra a quantificação de LDH no sobrenadante da cultura de 
CD34+, através de leitura da absorbância em 490 nm. Círculo aberto: 
controle não infectado; Círculo azul: Infectado com Mtb MOI 3. 
Símbolos representam média e erro representa EPM. Dados 
representados como pool de 3-5 experimentos independentes em 
duplicatas, n: 4. 

 

4.6 Mycobacterium tuberculosis induz a expansão de 
progenitores mielóides in vitro 

 Dados obtidos utilizando PBMCs e BMMCs 

humanos sugerem que a exposição de células CD34+ a 

Mtb promove o comprometimento dessa população para 

linhagem mielóide. Após estabelecermos um sistema in 
vitro para expansão de HSPCs humanas e avaliarmos a 

viabilidade dessa população frente a infecção com o 

patógeno Mtb, perguntamo-nos se a infecção promoveria 

a diferenciação de HSPCs purificadas para progenitores 
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mielóides. Dessa forma, HSPCs foram submetidas ao 

protocolo de expansão e infectadas com Mtb no MOI 3. 

Utilizando  dados da literatura, os quais abordaram 

experimentalmente a diferenciação de HSPCs frente a 

agentes infecciosos, PAMPs e citocinas produzidas 

durante a resposta inflamatória [63, 92 - 95], 
estabelecemos os tempos de 5 e 10 dias de infecção 

como suficientes para responder a pergunta inicial. Em 

cada tempo, células foram marcadas com anticorpo anti-

CD34, anti-CD38, anti-CD4 e anti-CD64 e a frequência da 

população CD4+CD64+ foi avaliada por citometria de 

fluxo. Observamos inicialmente que a frequência das 

HSPCs, caracterizadas pela expressão de CD34+, 

diminui ao longo do tempo, de forma semelhante no grupo 

controle, em células expostas a Mtb e no grupo HK Mtb 

(Figura 14a). No entanto, ao analisarmos a frequência de 

progenitores mielóides, observamos que Mtb induz o 

aumento dessa população após 5 dias de infecção e, em 

menor grau após 10 dias. Essa resposta depende da 

atividade da bactéria viva.  Culturas expostas a HK Mtb 

mostraram  aumento não significativo após 5 dias de 

infecção (Figura 14b, c e d). Empregamos, nesse 

experimento, a o isolado clínico de Mtb CS267, a fim de 

incluir a variabilidade genética da micobactéria no 
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fenótipo observado com as HSPCs. Semelhante aos 

resultados obtidos com a cepa laboratorial H37Rv, CS267 

induziu aumento em progenitores mielóides após 5 d de 

infecção (Figura 14e). Concluímos, dessa forma, que a 

infecção por Mycobacterium tuberculosis promove a 

expansão de progenitores mielóides em cultura de 

células CD34+ purificadas. 

Figura 14 – Mycobacterium tuberculosis induz a expansão de 
progenitores mielóides CD4+CD64+ em cultura de HSPCs 
purificadas. (a) Estratégia de gating demonstrando a análise de 
HSPCs (CD34+). Após exclusão de células não viáveis, a frequência 
de eventos CD34+ foi quantificada por citometria de fluxo. Gráfico de 
linhas retrata a frequência de HSPCs após 5 e 10 dias de cultura. 
Círculo aberto: controle não infectado; Círculo azul: Infectado com 
Mtb MOI 3. Círculo vermelho: exposto a Mtb HK. Símbolos 
representam média e erro representa EPM. Dados expressos como 
pool de 9 experimentos independentes, n:5. (b) Estratégia de gating 
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para avaliar progenitores mielóides. Após a seleção de células 
CD34+, a frequência de eventos CD4+ e CD64+ foi detectada por 
citometria de fluxo. (c) Frequência de células CD4+CD64+ na 
população CD34+ após 5 dias e (d) 10 dias de cultivo. Círculo aberto: 
Controle não infectado; Losângo azul: Infectado com Mtb MOI 3; 
Losângo vermelho: exposto a HK Mtb. Barras representam média, 
erro representa EPM e símbolos representam experimentos 
independentes. Dados expressos como pool de 9 experimentos 
independentes, n:5. Estatística: Anova de uma via seguido de pós-
teste de Bonferroni, **p≤0,01 e *p≤0,05.  (e) Gráfico ilustra a 
frequência de progenitores mielóides na cultura de HSPCs expostas 
a cepa clínica de Mtb CS267 após 5 dias de infecção. Barra aberta: 
Controle não infectado. Barra azul: Infectado com Mtb-CS267 MOI 3. 
Barras representam média e erro representa EPM. Dado expresso 
como pool de 2 experimentos independentes, n:2. 

 

4.7 Mycobacterium tuberculosis promove aumento na 
produção de monócitos em cultura de HSPCs 
humana. 

 Os resultados obtidos com PBMC, BMMC e 

células CD34+ purificadas de cordão umbilical sugerem 

que Mtb infecta, prolifera e induz o comprometimento de 

HSPCs humanas para a linhagem mielóide. A 

hematopoiese humana é caracterizada pela expansão de 

progenitores com potencial restrito para linhagem 

mielóide, megacarióide/eritróide e linfóide. Esses, a partir 

de um processo contínuo de diferenciação, geram por 

final as populações de células adultas do sistema imune. 

Três populações celulares podem ser geradas a partir do 
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comprometimento meilóide: monócitos, granulócitos e 

células dendríticas mielóides [88, 96, 97]. A fim de 

investigar se a expansão de progenitores mielóides 

induzida por Mtb é traduzida no aumento de células 

adultas mielóides, e se esse aumento é direcionado para 

alguma das 3 populações mencionadas, células CD34+ 

derivadas do cordão umbilical foram expostas a Mtb por 

10 dias e moléculas de superfície que identificam essas 

populações foram avaliadas por citometria de fluxo. 

Observamos que a infecção por Mtb viva aumentou a 

frequência de células que expressam CD14, sugerindo 

aumento na produção de monócitos in vitro (Figura 15a). 
Novamente, observamos que esse fenótipo depende da 

atividade da bactéria viva. Além disso, observamos o 

aumento de neutrófilos (CD16+CD66b+) na maior parte 

das amostras testadas, porém esse aumento não foi 

estatisticamente significativo (Figura 15b). Não foi 

observada diferença na frequência de neutrófilos após 5 

dias de infecção, enquanto o aumento de monócitos foi 

observado na maioria dos doadores, porém com menor 

expressão quando comparado ao tempo de 10 dias 

(Figura 31). Ao avaliarmos a frequência de células 

CD41a+ (megacariócitos/plaquetas) (Figura 15c), 
células BDCA1+CD14low (células dendríticas mielóides do 
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tipo I) (Figura 15d) e células CD235a+ (linhagem 

eritróide) (Figura 32), não foi observada diferença entre 

os grupos controle e expostas a Mtb MOI 3. Em conjunto, 

esses resultados sugerem que Mtb seletivamente 

favorece a geração de monócitos e em menor magnitude 

a geração de neutrófilos, a partir da cultura de células 

CD34+.  

Figura 15 – Mycobacterium tuberculosis promove aumento na 
produção de monócitos em cultura de HSPCs humanas. 
Estratégia de gating para avaliar Monócitos (CD14+), Neutrófilos, 
megacariócitos/plaquetas (CD41a+) e células dendríticas clássicas 
do tipo I (BDCA1+CD14low) foram analisadas por citometria de fluxo 
em culturas de HSPCs humanas após 10 dias. (a) Gráfico de barras 
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ilustra a frequência de monócitos (a), neutrófilos (b), 
megacariócitos/plaquetas (c) e DCs mielóides tipo I (d). Círculo 
aberto: Controle não infectado; Losângo azul: Infectado por Mtb MOI 
3; Losângo vermelho: HK Mtb MOI 3. Barras representam média e 
erro representam EPM.  Dados expressos como pool de 3 a 9 
experimentos independentes, n:3-5. Estatística: Anova de uma via 
seguido de pós-teste de Bonferroni,  **p≤0,01.   

 

 Considerando os resultados onde Mtb prolifera na 

cultura de HSPCs e promove o aumento de monócitos em 

10 dias de infecção, decidimos investigar qual o fenótipo 

dos monócitos gerados nesse sistema. As populações de 

monócitos humana podem ser divididas em clássica 

(CD14++CD16+), intermediária (CD14+CD16low) e não-

clássica (CD14lowCD16++). Essas populações 

apresentam importantes diferenças em relação a 

capacidade de eliminar patógenos intracelulares, induzir 

resposta inflamatória e reparo tecidual. Foi observado por 

que a população de monócitos não-clássica está 

expandida no sangue periférico de pacientes com TB 

ativa, e essa expansão depende do eixo IL-10 – STAT3 

[98-99]. Dessa forma, perguntamo-nos se os monócitos 

gerados por HSPCs após infecção por Mtb apresentariam 

o mesmo fenótipo, sendo este associado a disseminação 

do patógeno em seres humanos na tuberculose ativa. 

Primeiramente, avaliamos a expressão de CD11b, HLA-
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DR e CD64, as quais são presentes em monócitos do 

sangue periférico humano [100]. Análise de citometria de 

fluxo demonstrou que os monócitos gerados em nosso 

sistema apresentam alta expressão de CD11b, e 

expressão intermediária de HLA-DR e CD64 (Figura 
16a). Não foram observadas diferenças na expressão 

dessas moléculas entre o grupo infectado com Mtb e o 

controle não infectado. No entanto, quando analisamos a 

frequência de monócitos intermediários/não clássica 

(CD14+CD16low/+), constatamos que HSPCs expostas a 

Mtb apresentam elevada frequência dessa população em 

relação ao controle. Esse resultado foi evidente em 

metade dos doadores, não sendo estatisticamente 

significativo (Figura 16b). Além disso, Patel e 

colaboradores demonstraram que monócitos CD16+ 

consitutuem em seres humanos, in vivo, populações de 

monócitos mais diferenciadas. Essas foram encontradas 

majoritariamente no sangue periférico de seres humanos. 

Esses dados sugerem que a principal população de 

monócitos clássicos (CD14+CD16-) compõem a principal 

população de monócitos após infecção por Mtb e que a 

presença de monócitos CD16low/+ pode ser uma 

consequência do aumento inicial da produção de 

monócitos in vitro.  
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Figura 16 – Monócitos produzidos por HSPCs após infecção por 
Mtb apresentam semelhante fenótipo aos gerados na ausência 
de infecção.  (a) Histograma representativo ilustra a expressão de 
CD11b, HLA-DR, CD64 e CD16 em células CD14+ após 10 dias de 
cultura. Linha tracejada: Controle não infectado. Linha azul: Infectado 
por Mtb MOI 3. Dados representativos de 5 experimentos 
independentes. (b) Gráfico de linha mostra a frequência de células 
CD14+CD16+ após 10 dias de cultura. Círculo aberto: controle não 
infectado. Círculo azul: Infectado por Mtb MOI 3. Dados 
representados como pool de 8 experimentos independentes, n:4. 
Estatística: Teste T pareado, p: 0,076.  

 

4.8 Análise do transcriptoma de HSPCs expostas a 
Mtb confirma diferenciação monocítica. 

 Frente aos dados obtidos após a infecção de 

células CD34+ por Mycobacterium tuberculosis, onde 

progenitores mielóides e em sequência monócitos são 

induzidos, perguntamo-nos quais são os mecanismos 

desencadeados nas HSPCs responsáveis pelo fenótipo 

observado. Dessa forma, escolhemos analisar o 

transcriptoma de células CD34+ após diferentes tempos 

de infecção, como  forma imparcial e exploratória de 

responder a nossa pergunta. Para tal, HSPCs foram 
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expostas a Mtb no MOI 3 e o RNA total foi coletado após 

1, 3 e 5 dias de infecção. Primeiramente, aplicamos uma 

plataforma computacional baseada em redes biológicas 

[103], a qual se utiliza do transcriptoma de diferentes 

populações celulares purificadas e avalia em que nível 

uma determinada amostra heterogênea se assemelha a 

células adultas. Através dessa análise, observamos que  

mRNA de HSPCs expostas a Mtb apresentaram 

enriquecimento para o perfil de monócitos/macrófagos, 

mas não para outras linhagens como linfócitos e células 

dendríticas. Esses dados corroboram o resultado obtido 

a nível protêico, demonstrando que Mtb induz a 

diferenciação de HSPCs para população monocítica 

(Figura 17).  

Figura 17 – Análise do transcriptoma de HSPCs expostas a Mtb 
pela plataforma Cellnet confirma diferenciação monocítica. RNA 
total de HSPCs foi extraído e enriquecido para mRNA através de 
seleção por cauda poli-A. Transcritos foram analisados pela 
plataforma Cellnet e expressos como porcentagem representando as 
população de HSPCs, linfócitos T e B, células dendríticas e 
monócitos/macrófagos. Ctrl. Representa o grupo controle não 
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infectado e Mtb representa HSPCs expostas a Mtb MOI 3 nos 
respectivos tempos de 1dpi, 3dpi e 5dpi Em cada tempo, cada 
quadrado representa uma replicata técnica do experimento. n: 1. 

A fim de investigar quais processos biológicos 

estão presentes em HSPCs expostas a Mtb, lista de 

genes regulados positivamente (com valor de expressão 

superior a 1.5 na escala log2) após 1, 3 e 5 dias de 

infecção foi submetida ao software online Panther – Gene 
ontology (http://geneontology.org/page/go-enrichment-

analysis) [104]. Processos foram organizados de acordo 

com o valor de –logP, o qual representa a probabilidade 

dos genes observados em cada categoria terem ocorrido 

de forma aleatória. Além de transcritos associados a 

diferenciação monocítica (Cd4, Jun, Cd74), observamos 

que genes relacionados a resposta a interferons do tipo I 

(Mx1, Oasl, Oas3, Ifit1, Xaf1, Hla-a), à produção/resposta 

a mediadores pró-inflamatórios (Hrh1, Ccl4l1, Tnfaip3, 

Apol3, Ccr1, Ccl22, Ffar2, Orm1, Vnn1) e a quimiotaxia 

de leucócitos (Lgals3, Fdr1, Ffar2, Lilrb1, Cd1d, Tnfsf14)  

também foram encontrados mais expressos em HSPCs 

expostas a Mtb (Figura 18). 
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Figura 18 – Processos biológicos enriquecidos no 
transcriptoma de HSPCs expostas a Mtb após 5 dias de cultura. 
Conjunto de genes mais expressos em HSPCs expostas a Mtb foi 
analisado e categorizado em processos biológicos através da 
ferramente Gene ontology. Processos biológicos estão organizados 
conforme valor de –logP, indicando a propabilidade do processo 
biológico ser encontrado de forma aleatória na amostra. n:1.  

 

4.9 A via de sinalização do IFNα/β/Stat1 está ativada 
em HSPCs expostas a Mtb. 

 A análise do transcriptoma com a ferramenta Gene 
ontology demonstrou que genes regulados pela ativação 

da via de sinalização IFNα/β/Stat1(ISGs) está presente 

em HSPCs expostas a Mtb. A fim de visualizar a cinética 

de ativação de ISGs em HSPCs expostas a Mtb e 

também após incluir os valores de expressão desses 

genes no grupo controle ao longo do tempo, listas de 

ISGs foram obtidas através das plastaformas Interferome 
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(http://www.interferome.org/) [105] e TRRUST 
(http://www.grnpedia.org/trrust/) [106] e os  valores de 

RPKM (Read per Kiobase Million) foram plotados em z-
score, de acordo com a seção de Métodos 3.15. Foi 

possível observar que um conjunto de ISGs estão 

diferencialmente expressos logo após um dia de 

exposição a Mtb, sendo que após 3 e 5 dias de exposição 

a maior parte dos ISGs analisados estão mais expressos 

nas HSPCs expostas a Mtb em relação ao controle não 

infectado (Figura 19a). Com exceção de alguns genes 

como Ifitm2 e Fadd, não foi observado diferença no perfil 

de expressão dos ISGs no controle não infectado ao 

longo do tempo. A fim de confirmar os resultados do 

transcriptoma, analisamos a expressão dos ISGs Mx1, 
Isg15 e Ifif16 no RNA de HSPCs expsotas a Mtb através 

da técnica de PCR quantitativa em tempo real (qPCR). 

Corroborando os dados do transcriptoma, Mx1, Isg15  e 

em menor extensão Ifif16 foram encontrados em maior 

nível de expressão no RNA de HSPCs expostas a Mtb 

quando comparados ao controle não infectado (Figura 
19b). A ativação dos receptores da via do IFN do tipo I 

(IFNAR1 e IFNAR2) leva a fosforilação do fator de 

transcrição STAT1 na tirosina posição 701 (Y 701) [107]. 
Observamos no extrato de proteínas totais após 5 dias 
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maiores níveis de pSTAT1 Y701 na cultura exposta a Mtb, 

quando comparado ao controle não infectado (Figura 
19c). Dessa forma, concluímos com os dados 

apresentados de que a via de sinalização do IFNα/β/Stat1 

está ativada em HSPCs após exposição a Mtb.  

Figura 19 – A via de sinalização do IFN tipo I está ativada em 
HSPCs expostas a Mtb. (a) Heatmap com os valores de expressão 
em z-score da lista de genes (50 genes) regulados por IFNα/β. Linhas 
representam os dias, Ctrl. Representa o controle não infectado e Mtb 
representa HSPCs expostas a Mtb MOI 3. Escala com os valores de 
expressão: Cor azul representa negativemente regulado e Cor 
dourada representa positivamente regulado. n: 1. (b) Valores de 
expressão dos ISGs Mx1, Isg15  e  Ifif16 no RNA de HSPCs expostas 
a Mtb. Dados representados como aumento na expressão em 
relação ao controle não infectado (2-ΔΔCt). Os genes 18s e HRPT 
humanos foram utilizados como controle endógeno. Barras 
representam média e erro representa EPM. Barras brancas, cinza 
claro e cinza escuro representam 1, 3 e 5 dias respectivamente n:5. 
(c) Detecção de pSTAT1 Y701 no extrato proteíco de HSPCs 
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expostas a Mtb pela técnica de Immunoblotting. A detecção de 
STAT1 total e β-Actina foram utilizados como controle do 
experimento. n:2.   

 

4.10 A via de sinalização do IFNAR2 não é necessária 
para o comprometimento mielóide e produção de 
monócitos por HSPCs frente a infecção por Mtb. 

 Analisando o perfil transcricional e expressão 

proteica de HSPCs, concluímos com os resultados 

anteriores que a via de sinalização IFNα/β/Stat1 está 

ativada em HSPCs após exposição a Mtb. É de 

conhecimento que, células mielóides, em especial a 

população de neutrófilos e monócitos dos pacientes com 

tuberculose ativa, apresentam a assinatura gênica da via 

do IFN do tipo I [108]. Além disso, Buechler e 

colaboradores demonstraram que IFN do tipo I ativam 

populações quiescentes de HSCs e promovem 

comprometimento mielóide na resposta de progenitores 

mielóides a agonistas do receptor TLR7. Nesse contexto, 

investigamos se a via de IFN do tipo I está envolvida na 

indução de progenitores mielóides e aumento na 

produção de monócitos nas culturas de HSPCs expostas 

a Mtb. HSPCs foram pré-incubadas com anticorpo 

neutralizante anti-IFNAR2, o qual bloqueia a sinalização 
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canônica de IFNα/β. Como controle do bloqueio, 

analisamos a frequência de PBMCs pSTAT1 Y701+ após 

tratamento com IFNα2a na presença ou ausência do 

anticorpo neutralizante (Figura 27). Após 5 dias, 

analisamos a frequência de progenitores mielóides, de 

acordo com a estratégia de gating da figura 14b em 

HSPCs expostas ao anticorpo neutralizante na presença 

e ausência de Mtb. Observamos que Mtb promoveu o 

aumento na frequência de progenitores mielóides, de 

forma independente a sinalização de IFNAR2 (Figura 
20a). Da mesma forma, nos tempos de 10d avaliamos a 

produção de monócitos através da estratégia de gating da 

figura 15a, sendo que o bloqueio do receptor IFNAR2 

não comprometeu a produção de monócitos por HSPCs 

expostas a Mtb (Figura 20b e c). Em paralelo, também 

foi analisada a produção de neutrófilos, células 

dendríticas mielóides do tipo 1 e 

megacariócitos/plaquetas, conforme figura 15b-d. Não 

foi observada diferença na produção dessas populações 

frente a infecção ou tratamento com anticorpo 

neutralizante anti-IFNAR2 (Figura 33). Por último, 

exploramos também se essa via de sinalização está 

envolvida com a proliferação de Mtb na cultura de 

HSPCs. Semelhante aos resultados anteriores, o perfil de 
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proliferação de Mtb não foi alterado em HSPCs pré-

expostas ao anticorpo neutralizante anti-IFNAR2 (Figura 
20d). Concluímos que a via IFNα/β/Stat1(ISGs) está 

ativada em HSPCs expostas a Mtb, no entanto não é 

necessária para o comprometimento mielóide, produção 

de monócitos e proliferação da micobactéria observados 

em nosso sistema.   

Fgura 20 – A via de sinalização do IFNAR2 não é necessária para 
o comprometimento meilóide, produção de monócitos e 
proliferação de Mtb em HSPCs. (a) Frequência de células 
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CD4+CD64+ na população CD34+ após 5 dias de infecção. (b) 
Estratégia de gating na análise da produção de monócitos por 
HSPCs após 10 dias de infecção. Linhas representam grupo controle 
(Ctrl.) e infectado com Mtb MOI 3 (Mtb em azul). Colunas 
representam grupo não-tratado ou pré-tratado com anti-IFNAR2. (c) 
Frequência de monócitos produzidos por HSPCs após 10 dias de 
cultivo. Barras abertas representam grupo controle não infectado e 
barras azuis representam HSPCs expostas a Mtb MOI 3. Barras 
rachuradas representam os grupos onde HSPCs foram pré-tratadas 
com 1 µg/mL de anti-IFNAR2. (d) Gráfico de linhas com a 
enumeração de UFCs de Mtb nos tempos de 4h a 7 dias de infecção. 
Losângo fechado representa HSPCs expostas a Mtb e losângo 
aberto representa HSPCs pré-expostas a anti-IFNAR2 e expostas a 
Mtb. Dados representativos de 1 experimento, n:1. 

 

  Além de IFNα/β, outras citocinas utilizam o fator de 

transcrição STAT1 em sua via de sinalização [65]. Como 

observamos que genes regulados por STAT1 estão 

presentes em HSPCs expostas a Mtb e no entanto, a via 

de IFNAR2 não está envolvida no fenótipo observado 

após infecção, resolvemos investigar o papel de outra 

citocina que sinaliza através de STAT1. Nesse contexto, 

IFN-γ destacou-se por ser uma citocina induzida durante 

a infecção por Mtb em humanos e pelo seu papel na 

mielopoiese de emergência e ativação de HSCs 

quiescentes nos modelos de infecção viral e infecção 

crônica por Mycobacterium avium respectivamente [110, 
38, 70]. Dessa forma, empregamos o anticorpo 

neutralizante anti-IFN-γ em HSPCs previamente a 

infecção. Semelhante a abordagem com a citocina 



110 
 

IFNα/β, analisamos a frequência de progenitores 

mielóides em 5 dias (Figura 21a), a produção de 

monócitos em 10 dias (Figura 21b) e a proliferação da 

bactéria em HSPCs na presença de anti-IFNγ (Figura 
21c). Ao compararmos os parâmetros descritos acima na 

presença ou ausência de anti-IFN-γ, concluimos que essa 

citocina não está envolvida na diferenciação mielóide e 

proliferação de Mtb em HSPCs humanas in vitro. Da 

mesma forma, demais populações mielóides listadas na 

figura 15b-d não foram alteradas na infecção ou no 

tratamento com anticorpo neutralizante anti-IFNγ (Figura 
34).  
 Concluímos que a via de sinalização de STAT1 

está ativada em HSPCs expostas a Mtb, no entanto a 

sinalização por IFNAR2 ou IFNγ não está envolvida com 

o comprometimento mielóide e proliferação da 

micobactéria em HSPCs. 
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Figura 21 – A via de sinalização do IFNγ não é necessária para o 
comprometimento meilóide, produção de monócitos e 
proliferação de Mtb em HSPCs. (a) Frequência de células 
CD4+CD64+ na população CD34+ após 5 dias de infecção. (b) 
Frequência de monócitos produzidos por HSPCs após 10 dias de 
cultivo. Barras abertas representam grupo controle não infectado e 
barras azuis representam HSPCs expostas a Mtb MOI 3. Barras 
rachuradas representam os grupos onde HSPCs foram pré-tratadas 
com 10 µg/mL de anti-IFNγ. (c) Gráfico de linhas com a enumeração 
de UFCs de Mtb nos tempos de 4h a 7 dias de infecção. Losângo 
fechado representa HSPCs expostas a Mtb e losângo aberto azul 
representa HSPCs pré-expostas a anti-IFNγ e expostas a Mtb. Dados 
representativos de 2 experimentos independentes, n:2. 

 

4.11 Infecção por Mtb em HSPCs resulta na produção 
de IL-6 

 Citocinas regulam o sistema hematopoiético 

através da seleção e expansão de progenitores restritos 

às linhagens linfóide, megacarióide/eritróide e mielóide. A 

produção de citocinas e regulada de forma a manter em 

equilíbrio a produção dos diferentes progenitores na 

homeostase. No entanto, desafios a esse sistema, como 
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infecções, culminam na produção de citocinas envolvidas 

no processo inflamatório e eliminação do patógeno. Zhao 

e colaboradores demonstraram que DAMPs são capazes 

de estimular mielopoiese através da indução de IL-6 por 

progenitores multipotentes e Schürch e colaboradores 

demonstraram que durante infecção por LCMV, células 

CD8 ativadas migram para a medula óssea e induzem a 

produção de IL-6 por macrófagos residentes, levando a 

expansão mielóide. IL-6 está presente no coquetel de 

citocinas necessário para expansão e sobrevivência de 

HSPCs, juntamente com SCF, TPO, IL-3 e Flt3L. No soro, 

escarro e em macrófagos de pacientes com tuberculose 

ativa foram encontrados níveis elevados de IL-6, 

juntamente com as citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-

1β nos 3 sistemas [111 – 113]. Na sequência, 

investigamos se a infecção por Mtb em HSPCs induz a 

produção de IL-6. Utilizando do RNA e sobrenadante da 

cultura de HSPCs expostas a Mtb, observamos que a 

infecção promove aumento dos transcritos de IL-6 em 1, 

3 e 5 dias de infecção (Figura 22a). No entanto, ao 

observamos as concentrações da proteína no 

sobrenadante, detectamos níveis aumentados de IL-6 

apenas após 1 dia de infecção, enquanto esses 

decrescem em 5 e 10 dias de maneira semelhante ao 
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controle não-infectado (Figura 22b). Frentes aos 

resultados, concluímos que HSPCs produzem IL-6 após 

exposição a Mtb. 

Figura 22 – Aumento no transcrito e proteína de IL-6 em HSPCs 
expostas a Mtb. (a) Valor de expressão de Il6 no RNA de HSPCs 
expostas a Mtb. Dados representados como aumento na expressão 
em relação ao controle não infectado (2-ΔΔCt). Os genes 18s e HRPT 
humanos foram utilizados como controle endógeno. Barras 
representam média e erro representa EPM. Barra branca, cinza claro 
e cinza escuro representam 1, 3 e 5 dias respectivamente n:5. (b) 
Gráfico de linhas representa a quantificação de IL-6 no sobrenadante 
de HSPCs expostas a Mtb ou grupo controle (meio Stemspan). 
Sobrenadante foi utilizado na diluição 1:200. Círculo aberto: Controle 
não infectado. Círculo azul: HSPCs expostas a Mtb MOI 3. Símbolos 
representam média e erro representa EPM. Estatística: Anova de 
duas vias seguido de pós-teste de Bonferroni. *≤0,05. Dados 
representativos do pool de 8 replicatas experimentais, n:5. 
 

 Diferentes fatores de transcrição participam da 

produção de IL-6, de forma dependente ao receptor 

intra/extracelular e de moléculas adaptadoras ativadas na 
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via. Nesse contexto, o fator de transcrição STAT3 se 

destaca por ser fosforilado na tirosina 705 (Y705) e 

promover a transcrição de genes após a ativação do 

receptor de IL-6 [114]. Além de STAT3, o fator de 

transcrição C/EBPβ, quanto ativado, promove a produção 

de IL-6 [66]. C/EBPβ está diretamente relacionado a 

mielopoiese, onde mostrou-se não relevante na 

mielopoiese basal, mas necessário para a mielopoiese de 

emergência induzida após infecção com Candida 
albicans [67]. Em relação ao patógeno Mycobacterium 
tuberculosis, C/EBPβ foi detectado em maior 

concentração e promovendo a transcrição de IL-6 em 

macrófagos humanos estimulados com Ara-LAM, um 

componente da parede de Mtb capaz de promover a 

ativação dos receptores TLR2 [115]. Também foi 

observado que a via de sinalização de C/EBPβ está 

ativada em macrófagos que diferenciam para o perfil M2 

frente a infecção por Mtb [116].  Portanto, investigamos 

os níveis de ativação de STAT3 através da fosforilação 

de pSTAT3 Y705 e a produção de C/EBPβ no extrato 

proteíco de HSPCs infectadas com Mtb no tempo de 5 

dias. Não foi observada diferença nos níveis de PSTAT3 

Y705 após infecção (Figura 23a). No entanto, de forma 

não esperada, níveis de STAT3 total encontraram-se 
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diminuídos em HSPCs expostas a Mtb, sugerindo que a 

infecção regula negativamente a produção de STAT3 não 

fosforilada (Figura 23a). Em contraste, níveis de C/EBPβ 

encontraram-se aumentados após infecção (Figura 23b). 
A fim de responder se a via de ativação de IL-6 está 

presente em HSPCs expostas a micobactéria, 

analisamos a expressão de genes downstream ao IL-6R 

através da ferramenta TRRUST e de dados obtidos por 

Chip-Seq em células humanas tratadas com IL-6. Desse 

modo, confirmamos que HSPCs apresentam uma 

assinatura gênica correspondente a ativação de IL-6R 

(Figura 23c).  
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Figura 23 – Ativação da via do receptor de IL-6 em HSPCs 
infectadas com Mycobacterium tuberculosis. (a) Detecção de 
pSTAT3 Y705 no extrato proteíco de HSPCs expostas a Mtb pela 
técnica de Immunoblotting. A detecção de STAT3 total e β-Actina 
foram utilizados como controle do experimento. n:1. (b) Detecção de 
C/EBPβ no extrato proteíco de HSPCs expostas a Mtb. A detecção 
de β-Actina foi utilizada como controle do experimento. n:3. (c) 
Heatmap com os valores de expressão em z-score da lista de genes 
(50 genes) regulados por IL-6R. Linhas representam os dias, Ctrl. 
representa o controle não infectado e Mtb representa HSPCs 
expostas a Mtb MOI 3. Escala com os valores de expressão: Cor azul 
representa negativemente regulado e Cor dourada representa 
positivamente regulado. n: 1. 
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4.12 A via de sinalização do IL-6R é necessária para o 
comprometimento mielóide e produção de monócitos 
por HSPCs frente a infecção por Mtb. 

 Após a infecção de HSPCs por Mtb, observamos 

dois principais grupos de citocinas ativados nessa 

população: A via de IFNα/β e a via do IL-6R. Enquanto 

através do emprego de anticorpo neutralizante anti-

IFNAR2, excluímos a participação da via dos IFNs do tipo 

I na mielopoiese induzida pela infecção (Figura 20), o 

papel da via do IL-6R não foi investigado. Ulizando-se do 

fármaco Tocilizumab, o qual bloqueia seletivamente a 

cadeia alfa do receptor de IL-6 (αCD126) [117], 
perguntamos se a via do IL-6R está envolvida no fenótipo 

induzido nas HSPCs pela micobactéria. HSPCs foram 

expandidas conforme figura 12 e então pré-tratadas com 

tocilizumab na concentração de 10 µg/mL. Após 5 dias, 

analisamos a frequência de progenitores mielóides, de 

acordo com a figura 14b em HSPCs expostas ao 

anticorpo neutralizante na presença ou ausência da 

bactéria. Conforme demais experimentos, observamos 

que Mtb promoveu o aumento na frequência de células 

CD34+CD4+CD64+. Ao analisarmos o fenótipo em células 

tratadas com tocilizumab, observamos que a indução de 
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progenitores mielóides foi dependente de IL-6R (Figura 
24a). Na sequência avaliamos a produção de monócitos 

após 10d de cultura, conforme a figura 15a. Foi 

observado que a inibição do receptor de IL-6R impediu o 

aumento de monócitos induzido pela infecção. Também 

observamos uma redução na produção basal de 

monócitos nas culturas não-infectadas (Figura 24b e c). 
Em paralelo, analisamos a produção de neutrófilos, 

mDCs tipo 1 e MK/plaquetas conforme figura 15b-d. 

Embora não estatisticamente significativa, observamos 

uma redução na produção de neutrófilos em HSPCs pré-

tratadas com tocilizumab. Foi observado uma tendência 

ao aumento de mDCs do tipo 1, enquanto MK/plaquetas 

permaneceram inalteradas frente ao tratamento ou 

infecção (Figura 35). Frente a esses dados, perguntamo-

nos se a via de sinalização do IL-6R está envolvida com 

a proliferação de Mtb na cultura de HSPCs. Enquanto nos 

tempos de 1, 3 e 5 dias não foi observado diferença, em 

7 dias observamos uma redução de aproximadamente 

1log de UFC/mL em HSPCs pré-tratadas com tocilizumab 

(Figura 24d). Concluímos que a via do receptor de IL-6 é 

necessária para a indução e progenitores mielóides e a 

respectiva produção de monócitos por HSPCs expostas 

a Mtb. Além da mielopoiese induzida pela infecção, a via 



119 
 

de IL-6R está envolvida com a proliferação tardia de Mtb 

em HSPCs. Supomos haver uma relação direta entre a 

via de sinalização do receptor de IL-6, mielopoiese e 

proliferação de Mtb em HSPCs perante os resultados 

obtidos.  

Figura 24 – A via de sinalização do IL-6R é necessária para o 
comprometimento meilóide, produção de monócitos e 
proliferação de Mtb em HSPCs. (a) Frequência de células 
CD4+CD64+ na população CD34+ após 5 dias de infecção. (b) 
Estratégia de gating na análise da produção de monócitos por 
HSPCs após 10 dias de infecção. Linhas representam grupo controle 
(Ctrl.) e infectado com Mtb MOI 3 (Mtb em azul). Colunas 
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representam grupo não-tratado ou pré-tratado com anti-IL-6R. (c) 
Frequência de monócitos produzidos por HSPCs após 10 dias de 
cultivo. Barras abertas representam grupo controle não infectado e 
barras azuis representam HSPCs expostas a Mtb MOI 3. Barras 
rachuradas representam os grupos onde HSPCs foram pré-tratadas 
com 1 µg/mL de anti-IL-6R. Estatística: Anova de uma via seguido de 
pós-teste de Bonferroni. **p≤0,01 em relação ao grupo controle. 
#p≤0,001 e V≤0,05 na comparação Mtb contra Mtb+αIL-6R. (d) 
Gráfico de linhas com a enumeração de UFCs de Mtb nos tempos de 
4h a 7 dias de infecção. Losângo fechado representa HSPCs 
expostas a Mtb e losângo aberto vermelho representa HSPCs pré-
expostas a anti-IL-6R e infectadas com Mtb MOI 3. Dados 
representativos do pool de 4 experimentos independentes, n:3. 

 

4.13 IL-6 é suficiente para aumento em progenitores 
mielóides e expansão de monócitos em HSPCs frente 
infecção por Mtb. 

 HSPCs humanas se encontram preferencialmente 

na medula óssea, onde sua replicação e diferenciação é 

finamente controlada pelo somatório de fatores produzido 

pelo ambiente. Dessa forma, torna-se necessário a 

utilização desses fatores quando é necessário investigar 

a biologia de HSPCs fora de seu nicho [118 – 120]. 
Considerando a presença da citocina IL-6 no coquetel de 

expansão, e a inibição na mielopoiese induzida por Mtb 

em HSPCs frente o uso do inibidor da cadeia alfa do 

receptor de IL-6 (CD126) (Figura 24), perguntamo-nos se 

IL-6 é suficiente para a produção de monócitos derivados 
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de células CD34+ in vitro. Após o protocolo de expansão, 

células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em 

meio Stemspan com o coquetel de citocinas (SCF, TPO, 

Flt3l, IL-6 e IL-3) ou ressuspendidas com o mesmo meio, 

porém na presença de apenas IL-6 20 ng/mL. Tendo em 

vista que a ausência do coquetel de citocinas pode 

reduzir a viabilidade das HSPCs em longos tempos de 

cultivo, utilizamos o tempo de 5 dias para avaliar a 

produção de progenitores mielóides e monócitos adultos 

após infecção com Mtb. Observamos que CD34+ 

expostas apenas a IL-6 apresentaram níveis elevados de 

progenitores mielóides (CD34+CD4+CD64+) quando 

comparados ao meio controle. O mesmo perfil de 

resposta foi observado quando HSPCs foram expostas a 

Mtb MOI 3 nos dois meios: níveis mais altos de 

progenitores mielóides foram encontrados no grupo 

tratado apenas com IL-6 quando comparado ao meio com 

o conquetel de citocinas (Figura 25a e b). Ao analisarmos 

a frequência de células CD14+ após 5 dias de infecção, 

observamos que IL-6 é suficiente na indução de 

monócitos por HSPCs. Novamente, culturas expostas a 

micobactéria na presença de IL-6 mas não das demais 

citocinas apresentaram níveis superiores de eventos 

CD14+ quando comparados ao meio completo (Figura 
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25c e d). No entanto, o perfil de proliferação da 

micobactéria não foi aumentado nas culturas expostas 

apenas IL-6 (Figura 25e). Quando observamos as 

populações de megacariócitos/plaquetas e progenitores 

eritróides, notamos a expansão dessas células no meio 

com IL-6 quando comparado ao meio completo (Figura 
36). Não foi observada diferença na frequência de células 

dendríticas mielóides do tipo 1, enquanto frequência de 

granulócito foi encontrada diminuída na células cultivadas 

com IL-6, na ausência das demais citocinas. Esse 

conjunto de resultados sugere que a via do IL-6 é 

necessária e suficiente para a mielopoiese induzida por 

Mtb em HSPCs. Concluímos dessa forma que IL-6 é 

necessária para a expansão de progenitores mielóides e 

a respectiva população de monócitos adultos após 

infecção de HSPCs por Mtb. No entanto, hipotetizamos 

que outros fatores além de IL-6, produzidos durante a 

infecção, induzem a produção seletiva de monócitos por 

Mtb. 
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Figura 25 – A via de sinalização do IL-6R é suficiente para o 
comprometimento mielóide e produção de monócitos induzidos 
pela infecção de Mtb em HSPCs (a) Estratégia de gating para 
análise de progenitores mielóides derivados de HSPCs. Eventos 
CD34+ foram selecionados conforme fig 11a e a frequência de 
eventos CD4+CD64+ dentro dessa população foi enumerada. A linha 
Ctrl. e Mtb representam o grupo não infectado e exposto a H37Rv 
MOI 3 respectivamente. As colunas representam células cultivadas 
em meio Stemspan completo ou na presença de IL-6 apenas. (b) 
Representam gráfica dos resultados obtidos na figura 21a. (c) 
Estratégia de gating para análise de monócitos produzidos por 
HSPCs. Eventos CD11b+CD66b- foram selecionados conforme a 
frequência de eventos CD14+ foi enumerada. Linhas e colunas foram 
organizadas da mesma forma que a figura 21a. (d) Representam 
gráfica dos resultados demonstrados na figura 21c. Gráfico de linhas 
com a enumeração de UFCs de Mtb nos tempos de 4h a 7 dias de 
infecção. Losângo fechado representa HSPCs expostas a Mtb no 
meio Stemspan completo e losângo aberto roxo representa HSPCs 
expostas a Mtb no meio Stemspan com adição apenas de IL-6. 
Dados representativos de um experimento, n:1. 
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5 - DISCUSSÃO 
 

Mycobacterium tuberculosis tornou-se um 

patógeno altamente bem sucedido em infectar seres 

humanos utilizando estratégias de escape e subversão 

do sistema imune do hospedeiro, desenvolvidas ao longo 

da co-evolução dos dois organismos [3]. Após infecção 

inicial, alguns indivíduos progridem rapidamente para a 

forma ativa da doença, caracterizada por extensa 

proliferação bacteriana, enquanto a maior parte 

desenvolve o estado latente da infecção, quando 5 a 10% 

dos indivíduos apresentam a forma ativa anos após 

contato inicial [1]. Durante a fase latente, Mtb permanece 

em nichos que a protegem da resposta imune do 

hospedeiro, como em lesões granulomatosas. 

Recentemente, Das  e colaboradores apontaram a 

medula de seres humanos como um nicho favorável a 

persistência de Mtb, infectando células tronco 

mesenquimais (MSCs). Nesse novo contexto, a medula e 

suas diversas populações celulares estariam expostas a 

micobactéria e seus produtos de infecção. Notavelmente, 

pacientes com tuberculose ativa apresentam alterações 

em toda a série hematopoiética, incluindo quadros de 

anemia, pancitopenia, hipercelularidade medular, 
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aumento da atividade mieloide e linfopenia na medula 

óssea [72, 121 – 125]. Esses dados sugerem que a 

infecção por Mtb em seres humanos pode alterar a 

resposta imune em nível central, comprometendo a 

função de células tronco/progenitoras hematopoiéticas 

(HSPCs) as quais são necessárias para produção das 

linhagens eritróide, mielóide e linfóide. 

Para investigarmos como ocorre a interação de 

Mtb com HSPCs humanas, utilizamos dois modelos de 

infecção in vitro, sendo um proveniente de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 

doadores saudáveis e outro utilizando células CD34+ 

purificadas do cordão umbilical humano. Ao avaliarmos 

ambos os modelos, observamos que HSPCs humanas 

são susceptíveis a infecção por Mtb in vitro. Em contraste, 

foi observado que HSPCs são resistentes a infecção por 

diversos patógenos, incluindo bactérias do gênero 

Yersinia, Listeria e E. coli, enquanto patógenos como 

Citomegalovírus (CMV) e vírus da imunodeficiência 

adquirida humana (HIV) infectam efetivamente células 

CD34+ humanas [126 – 128]. Notavelmente, a infecção 

de HSPCs por esses vírus está associada a longa 

prevalência do patógeno no hospedeiro e respectiva 

reativação durante o processo de diferenciação. Dessa 
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forma, sugerimos que a infecção de HSPCs pode ser 

vantajosa ao patógeno, sendo esse fenótipo 

possivelmente selecionado ao longo da co-evolução do 

hospedeiro e agente invasor. Frente ao conceito que a 

infecção de HSPCs é vantajosa ao patógeno e que o 

processo de diferenciação celular está atrelado a 

reativação/disseminação do microrganismo, 

investigamos a dinâmica de replicação de Mtb na cultura 

de células CD34+ humanas. Observamos que as UFC/mL 

de Mtb permaneceram estáveis entre 4h e 3 dias de 

infecção. No entanto, após 5 a 7 dias de infecção os 

títulos de Mtb na cultura de HSPCs encontraram-se em 

média 1000 vezes aumentados, quando comparado ao 

inóculo inicial enumerado 4 horas após infecção. Para 

ilustrarmos esse crescimento, cytospin de HSPCs após 1, 

5 e 10 dias de infecção foram preparadas e coradas pela 

técnica de Kynioun. Foi possível observar a expansão de 

Mtb nesse sistema, sendo raramente encontrada bactéria 

após 1 dia de infecção, enquanto esta foi 

progressivamente encontrada nos tempos de 5 e 10 dias 

de infecção. Corroborando nossos resultados, Tornack e 

colaboradores demonstraram que HSPCs humanas, 

preferencialmente a população CD38-CD90+ (HSCs 

quiescentes e progenitores multipotentes) circulantes de 



128 
 

pacientes com tuberculose latente contém Mtb em estado 

dormente. Quando isoladas dos pacientes, essas células 

são capazes de reativar a doença em camundongos 

imunocomprometidos Rag-/-. Hipotetizamos, dessa forma, 

que HSPCs conferem um nicho favorável ao crescimento 

e disseminação do bacilo na fase ativa da doença. Em um 

cenário onde o hospedeiro controla a infecção, Mtb 

permanece no nicho da medula óssea durante a fase 

latente da doença. Embora demonstrado em modelo 

animal que HSPCs humanas podem promover a 

reativação da doença [129], não foi formalmente 

demonstrado que essa população é capaz de 

desempenhar a mesma função em seres humanos. A 

partir desse ponto, colocamos nossos esforços em 

compreender qual é o impacto da infecção para a biologia 

das HSPCs, com foco no processo de comprometimento 

para as diferentes linhagens. 

Em virtude de sua habilidade única de promover 

auto-renovação e/ou diferenciação, células tronco 

hematopoiéticas geram progenitores multipotentes com 

alta capacidade proliferativa, os quais eventualmente se 

diferenciam nas linhagens celulares presentes no sangue 

e tecidos humanos [45]. Esse mecanismo é responsável 

por garantir que as diversas populações sejam 
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produzidas em equilíbrio na homeostase.  No entanto, 

estresses como a súbita depleção de leucócitos adultos 

do sangue causadas por infecção, hemorragias e a 

produção de mediadores como IFNs, IL-1β e IL-6 são 

rapidamente percebidas por HSPCs, as quais aumentam 

a produção de células adultas para atingir a demanda 

exigida [130]. Contudo, esse mecanismo compensatório 

também promove alterações no equilíbrio entre as 

linhagens mielóide, linfóide e eritróide, sendo observado 

o favorecimento de uma linhagem e diminuição na 

produção das demais. Ao observarmos que HSPCs 

humanas são infectadas por Mtb e que o bacilo prolifera 

nesse sistema, nos perguntamos se a infecção seria 

capaz de direcionar o comprometimento das células 

tronco hematopoiéticas, como a produção das 

respectivas células adultas in vitro.  Usando PBMC de 

doadores saudáveis como modelo de infecção, 

analisamos a expressão de moléculas associadas ao 

comprometimento e estado de diferenciação. A 

maturação de células tronco hematopoiéticas para 

progenitores multipotentes é acompanhada pelo aumento 

da expressão de CD38 [85, 86]. Observamos que Mtb 

induziu um aumento  em média de 10 vezes na expressão 

dessa molécula em eventos Lin-CD34+ após 72h, 
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sugerindo que a infecção está promovendo e/ou 

acelerando a diferenciação de HSPCs. 

Interessantemente, culturas tratadas com o mesmo MOI 

de Mtb inativada pelo calor (HK Mtb) não apresentaram o 

mesmo resultado. Enquanto é possível observar que a 

preparação HK também induz a expressão de CD38 nas 

HSPCs, sugerimos que o principal efeito é proveniente da 

atividade da bactéria viva.  

Dados de Terstappen e colaboradores 

demonstraram que HSPCs podem ser divididas em 

quatro diferentes populações, baseado na expressão de 

CD34 e CD38. Em seu trabalho, foi constatado que 

durante a linfopoiese, eritropoiese e mielopoiese há um 

progressivo aumento na expressão de CD38 conforme as 

linhagens tornam-se maduras. Em diversos modelos de 

infecção in vitro  e in vivo, observou-se que infecções 

bacterianas e ativação de receptores do tipo TLR 2, 4 e 7 

estavam associados a comprometimento mielóide ao 

custo da linfopoiese [92, 107, 131]. Com a hipótese 

dirigida de que a infecção de HSPCs por Mtb promove 

comprometimento mielóide, analisamos a expressão das 

moléculas HLA-DR, mais expressa em progenitores 

diferenciados, como também os receptores CD4 e CD64, 

ambos mais expressos em progenitores de 
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granulócito/monócito, enquanto negativos na linhagem 

megacariocítica. Em última análise, HSPCs expostas a 

Mtb encontram-se em um estado mais avançado de 

diferenciação e apresentam um fenótipo que sugere a 

diferenciação para linhagem de granulócito/monócito. É 

possível concluir que células CD34+ que expressam CD4 

e CD64 após infecção encontram-se dentro da população 

que co-expressa CD38 e HLA-DR, sugerindo que Mtb 

promove a expansão desses progenitores in vitro. Neste 

sistema, não detectamos a expressão de CD10 em 

células Lin-CD34+, o que sugere a ausência de 

progenitores linfóides. A fim de incluir a presença de 

progenitores linfóides, como também ter números mais 

expressivos de HSPCs em nosso sistema, utilizamos da 

fração mononuclear da medula óssea de pacientes em 

acompanhamento de sua patologia de fundo, porém sem 

sinais de malignidade no tecido. Nas três amostras 

obtidas do HU – UFSC, observamos preferencialmente 

no tempo de 144h o aumento na expressão as moléculas 

analisadas nos PBMCs de doadores saudáveis, enquanto 

a frequência de células CD34+CD10+ encontraram-se 

reduzidas ao longo da cultura de forma semelhante nos 

três grupos. Embora não sejam estatisticamente 

significativos, esses resultados trazem o indício que 
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HSPCs humanas, presentes na medula óssea, são 

passíveis de ativação por Mtb in vitro.  

O emprego de PBMCs e BMMCs humanos no 

modelo de infecção por Mtb in vitro colocam o contexto 

de ativação das HSPCs na presença de demais células 

do sistema imune como monócitos, linfócitos T, células 

NK e células dendríticas, um cenário mais próximo ao 

qual HSPCs humanas seriam ativadas in vivo pela 

micobactéria. Notavelmente, HSPCs no sangue periférico 

representam de 0,01 a 0,05% das células 

mononucleares, enquanto esses números podem chegar 

de 1 a 3% na medula óssea [132]. Em ambos os tecidos, 

populações adultas de leucócitos são predominantes em 

relação às células tronco e podem participar da ativação 

de HSPCs mediada por Mtb.  

  Enquanto esses resultados indicam que a 

infecção por Mtb direciona o comprometimento das 

células tronco hematopoiéticas, ele não permite a 

abordagem do último estágio de diferenciação das 

HSPCs, a geração de células adultas. A fim de 

acompanhar a diferenciação de HSPCs para células 

adultas na infecção por Mtb e explorar a hipótese que 

células CD34+ humanas são diretamente ativadas pela 

micobactéria, empregamos uma cultura de células CD34+ 
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purificadas do cordão umbilical humano, a qual é capaz 

de recapitular a geração de células de todas as células 

da linhagem mielóide, eritróide e megacarióide in vitro 

[137]. Primeiramente, padronizamos a expansão dessas 

células in vitro na presença de um coquetel de citocinas, 

necessárias para sua sobrevivência e expansão. 

Considerando a pureza inicial das células recebidas, 

concluimos que a expansão por quatro dias não alterou a 

frequência de HSPCs.  

Embora sejam populações relativamente 

resistentes à morte celular induzida por diversos 

estímulos como dano ao DNA e estresse causado pela 

via de sinalização TNF/Fas, infecções crônicas causadas 

por Herpes vírus, Epstein-Barr vírus (EBV) e CMV s estão 

associadas a anemia aplásicas e desordens 

linfoproliferativas [138 – 140]. Além de agentes virais, 

Matatall e colaboradores demonstraram que a infecção 

crônica por Mycobacterium avium em modelo animal leva 

primeiramente a expansão de progenitores mielóides, 

seguido pela  exaustão de HSPCs em um mecanismo 

dependente da via de sinalização do IFN-γ. Nesse 

contexto, Yi e colaboradores demonstraram 

recentemente que o antígeno de Mycobacterium 
tuberculosis presente no locus RD1, ESAT-6, é capaz de 
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induzir apoptose de células CD34+ humanas de forma 

concentração dependente. Considerando a proliferação 

de Mtb observada em nosso sistema como os dados 

previamente mencionados, investigamos primeiramente 

se a infecção por Mtb estaria promovendo a morte de 

HSPCs in vitro. Através da sonda de viabilidade celular 

fixável, FVS, observamos que a frequência de células 

não-viáveis aumenta ao longo da cultura, porém de forma 

semelhante nos grupos não infectado e controle. Além 

desse parâmetro, quantificamos a enzima LDH no 

sobrenandate de ambas as culturas. Da mesma forma, 

não observamos diferença nos valores quando 

comparado ao grupo controle. Concluimos que a infecção 

por Mtb no modelo in vitro não induz a morte de HSPCs.  

Com o intuito de investigar por completo a 

hematopoiese na infecção por Mtb, utilizamos duas 

abordagens: (1) Analisar as modificações nas HSPCs na 

infecção por Mtb; (2) Quantificar a produção das 

populações de células adultas. Considerando a cinética 

de resposta das HSPCs a agentes infecciosos e citocinas 

produzidas durante a infecção, determinamos os tempos 

de 5 e 10 dias para avaliar as abordagens 1 e 2 

respectivamente. A cinética do processo de diferenciação 

ocorre de forma independente da infecção, como medido 
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pela frequência de células CD34+ ao longo do tempo de 

cultura. No entanto, ao avaliarmos a expressão dos 

marcadores mielóides CD4 e CD64 nas células CD34+ 

[142], observamos após 5 dias de infecção um aumento 

de duas vezes na frequência de eventos 

CD34+CD4+CD64+, comparado-se ao controle. 

Semelhante aos dados encontrados nos modelos 

anteriores, esse fenótipo é parcialemente dependente da 

atividade da bactéria viva. Ao analisarmos eventos 

CD10+, não foi observada diferença na expressão e 

frequência de células positivas ao longo da infecção, 

sugerindo que Mtb não induz comprometimento linfóide 

nas HSPCs (Figura 37). Dessa forma, sugerimos que nos 

três modelos empregados, PBMC, BMMCs e CB CD34+, 

Mtb ativa diretamente células tronco/progenitores 

hematopoiéticas humanas, promovendo a expansão de 

progenitores mielóides. Considerando que células CD34+ 

representam uma população heterogênea composta por 

células tronco, progenitores multipotentes e progenitores 

já comprometidos [143], levantamos duas possíveis 

explicações, não excludentes, para como a infecção por 

Mtb leva ao aumento de progenitores mielóides in vitro: 

1) Células tronco/progenitores multipotentes recebem o 

sinal da infecção e modificam seu programa 
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transcripcional, restringindo o potencial das HSPCs para 

linhagem mielóide e 2) Mtb induz seletivamente a 

sobrevivência e proliferação de progenitores mielóides já 

presentes no sistema.  

Com o objetivo de incluir em nossa análise a 

variabilidade biológica da bactéria, empregamos 

paralelamente ao experimento o isolado clínico de Mtb, 

denominado CS267. Cepas clínicas possuem grande 

diversidade quanto infectividade e também a qualidade 

da resposta imune induzida no hospedeiro [144]. 
Evidências recentes sugerem que Mycobacterium 
tuberculosis, como uma espécie, apresenta pouquíssima 

diversidade no genoma. No entanto, dados de 

sequenciamento de cepas clínicas contra a cepa 

laboratorial CDC1551 mostram que grandes sequências 

e SNPs estão presentes em genes que condificam 

fosfolipase C, adenilato ciclase e membros da família 

PE/PPE [145]. Contudo, observamos que a cepa clínica, 

na mesma multiplicidade de infecção, foi capaz de 

promover o aumento de progenitores mielóides na cultura 

de HSPCs de forma semelhante à cepa laboratorial 

H37Rv. Embora não tenhamos feito o sequenciamento do 

genoma do islado clínico CS267, especulamos que 

produtos de genes conservados na espécie 
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Mycobacterium tuberculosis estão envolvidos na ativação 

das células CD34+. 

Progenitores mielóides têm o potencial de gerar 

células da linhagem granulocítica, monocítica e células 

dendríticas mielóides. A fim de responder quais 

populações de células adultas são produzidas após 

infecção, empregamos um painel com anticorpos contra 

os antígenos que foram extensivamente estudados e que 

identificam as respectivas populações mielóides adultas: 

CD66b e CD16 para neutrófilos, CD14 e CD11b para 

monócitos, BDCA1 associado a CD14 para células 

dendríticas clássicas do tipo 1 e CD41a para 

megacariócitos/plaquetas [88, 96, 142, 146]. 
 Após 10 dias de infecção, a população de 

monócitos encontrou-se 4 vezes aumentada quando 

comparada ao controle não infectado, enquanto a 

frequência de neutrófilos foi encontra em média 1.5 vezes 

aumentada, porém sem diferença estatisticamente 

significativa. As populações de células dendríticas e 

megacariócitos/plaquetas permaneceram iguais em 

ambos os grupos. Também avaliamos a produção de 

células dendríticas do tipo 2 e plasmocitóides, como a 

produção de células NK. Ambas populações 

representaram menos de 1% da amostra e estavam 
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semelhantes em ambos os grupos (Figura 38). Buscando 

melhor compreender a geração de monócitos por HSPCs 

expostas a Mtb, analisamos a expressão das moléculas 

CD11b, HLA-DR, CD64 e CD16. CD11b faz parte do 

complexo do receptor do complemente 3 (C3R) e medeia 

a fagocitose da micobactéria em monócitos humanos 

[147].  HLA-DR corresponde à molécula de MHC II em 

seres humanos, responsável pela apresentação de 

antígenos à células T CD4+. Foi demonstrado que Mtb 

prejudica esse processo pela da diminuição da expressão 

de HLA-DR em monócitos humanos [133]. Esses dados 

foram confirmados em nossos experimentos, utilizando o 

modelo de infecção em PBMCs humanos (Figura 39).  

CD64 está presente em progenitores mielóides e sua 

expressão é mantida em monócitos após diferenciação. 

No trabalho de La Manna e colaboradores, foi observado 

que apenas pacientes com tuberculose ativa apresentam 

expressão aumentada de CD64 na população monocítica 

[75]. Em contraste, Gehring e colaboradores 

demonstraram que Mtb regula negativamente a resposta 

de células THP1 a IFN-γ, levando a prejuizo na indução 

de CD64 após tratamento com a citocina [148]. Por fim, a 

expressão de CD16, juntamente com CD64, foi 

encontrado aumentado em monócitos de pacientes com 
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tuberculose ativa. No trabalho de Lastrucci e 

colaboradores, observou-se  a expansão de monócitos 

CD16+ durante Tuberculose, os quais adquirem 

propriedades imunomodulatórias através do eixo IL-

10/STAT3. Notavelmente, em monócitos derivados de 

HSPCs expostas a Mtb, não observamos diferença no 

MFI das respectivas proteínas de 

superfíciedescritasanteriormente. Contudo, ao 

avaliarmos a frequência de células CD14+CD16+, 

notamos que culturas infectadas pela micobactéria 

apresentaram números superiores dessa população em 

alguns experimentos. Experimentos conduzidos em seres 

humanos com glucose radiotiva descreveram que 

populações de monócitos CD16+ são, como um todo, 

ausentes na medula óssea humana. Três dias após a 

geração de monócitos, células CD14+CD16+ aparecem 

no sangue periférico e seguem dois possíveis destinos; 

migração para tecidos ou apoptose [101]. Dessa forma, 

sugere-se que monócitos CD16+ correspondem a um 

estado mais avançado de diferenciação em relação à 

população CD14+CD16-. 

Frente aos dados apresentados, estabelecemos 

um modelo para estudar a hematopoiese humana na 

infecção pelo patógeno Mycobacterium tuberculosis. 
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Apresentamos evidências que HSPCs são infectadas por 

Mtb e representam um nicho favorável ao crescimento da 

bactéria. Como resultado, HSPCs iniciam rapidamente 

um programa de diferenciação o qual resulta no aumento 

da produção de monócitos. No entanto, a pergunta “Como 

Mycobacterium tuberculosis regula a produção de 

monócitos por HSPCs?” permanecia não respondida. 

Buscando acumular evidências que indiquem a resposta, 

optamos inicialmente por extrair  RNA de HSPCs 

expostas a Mtb nos tempos de 1, 3 e 5 dias após infecção 

e analisar o perfil transcricional por sequenciamento do 

mRNA na plataforma Illumina. Primeiramente, com o 

objetivo de confirmar que Mtb induz a diferenciação de 

HSPCs para Monócitos, empregamos o software Cellnet 

na análise do transcriptoma de células CD34+ expostas a 

micobactéria. Através do transcriptoma de diferentes 

tipos celulares purificados depositados em plataformas 

de livre acesso, incluindo HSPCs, monócitos, linfócitos T, 

hepatócitos, células musculares, o sotware estima, a 

partir de uma população de células tronco, qual a 

eficiência da conversão para uma linhagem adulta. 

Também é possível deduzir que as células adultas 

geradas nesse processo mantêm um perfil transcricional 

semelhante a respectiva população isolada in vivo [103]. 
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Utilizando da vantagem do Cellnet em estimar a 

conversão de células tronco para uma determinada 

população de células adulta a partir do transcriptoma, 

analisamos a distribuição dos transcritos em nosso 

experimento. Notavelmente, observamos após 5 dias de 

infecção o aumento em transcritos que identificam 

monócitos/macrófagos humanos apenas nas amostras 

expostas a Mtb. Também é possível observar que a 

densidade de transcritos de HSPCs encontram-se 

reduzidos no grupo infectado, sugerindo processo de 

diferenciação induzido pela infecção. De forma 

importante, não foram detectados transcritos de células 

dendríticas e nem de linfócitos B e T em ambos os 

grupos. Ao todo, apresentamos evidências a nível 

transcricional e protêico que HSPCs diferenciam-se para 

monócitos após infecção por Mtb.  

Além da aplicação Cellnet, empregamos a análise 

de Gene Ontology, a qual permite enumerar os processos 

biológicos enriquecidos em um determinado conjunto de 

dados. Analisando os genes positivamente regulados em 

HSPCs expostas a Mtb (Threshold 1,5 log2) encontramos 

os processo relacionados a sinalização de interferons do 

tipo 1, apresentação de antígenos, regulação da cascata 

de ERK1 e ERK2 e ativação de citocinas inflamatórias, 
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representado por IL-1β, TNF e importação de NFκB para 

o núcleo. Dentre esses, a via de sinalização de IFNα/β 

destacou-se por ter o maior número de genes 

enriquecidos e consequente menor false discovery rate.  

O papel de IFNs do tipo I foi extensivamente 

estudado em infecções virais [149, 150], enquanto que 

seus aspectos nas infecções causadas por Mtb 

permanecem não totalmente elucidados. Enquanto dados 

apontam que a resposta desencadeada por IFNs do tipo 

I é importante para o controle de infecções virais e 

infecção pela bactéria Listeria monocytogeneses, na 

infecção por Mtb IFNs do tipo I estão associados a 

prejuízo no controle da infecção [151]. Nesse contexto, 

Dorhoi e colaboradores demonstraram que camundongos 

IFNAR-/- controlam melhor a infecção por Mtb quando 

comparados aos animais wild type. Zhang e 

colaboradores demonstraram em humanos que a deleção 

da prolina 335 do receptor IFNAR1 prejudica a 

sinalização do IFNβ e promove resistência a tuberculose 

e em contraste, maior susceptibilidade a hepatite viral. 

Nesse mesmo cenário, Feng e colaboradores 

demonstraram que IFNs do tipo I, produzidos após 

infecção por Mtb, suprimem a produção de IL-1β em 

macrófagos humanos e dos Santos e colaboradores 
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demonstraram que o gene induzido por IFNs do tipo I, 

Isg15, é capaz de promover resposta imunomodulatória 

através da indução de IL-10 em monócitos 

humanos,sendo o eixo ISG15 – IL-10 rompido em 

pacientes com Tuberculose latente, no qual a expressão 

de Isg15 correlaciona positivamente com fatores 

relacionados a severidade da doença. Foi também 

observado que apenas as populações granulocíticas e 

monocítica de seres humanos com tuberculose ativa 

apresentam uma assinatura gênica do tipo IFNα/β/STAT1 

[108]. IFNs do tipo I apresentam diferentes funções no 

sistema hematopoiético, onde normalmente foi 

observada a supressão da hematopoiese em seres 

humanos. Contudo, dados recentes apontam que IFNa é 

capaz de promover a ativação de HSCs quiescentes 

enquanto inibe a proliferação de progenitores 

comprometidos [37]. Buechler e colaboradores 

demonstraram que IFNs do tipo I participam da 

mielopoiese induzida pelo agonista do receptor TLR7, 

R848 [109]. Dessa forma, levantamos a hipótese que a 

sinalização por IFNs do tipo I participa do processo de 

monocitopoiese induzida por Mtb em HSPCs.  
Para abordarmos essa hipótese, observamos os 

valores de expressão, em z-score, de genes regulados 
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por IFN (ISGs – lista obtida conforme seção materias e 

métodos) no transcriptoma das HSPCs. A utilização do z-

score possibilita a observação dos valores de expressão 

nos grupos não-infectados, como a respectiva cinética de 

expressão nos tempos de 1, 3 e 5 dias. Concluímos que, 

ao longo do tempo, ocorre um aumento na expressão de 

ISGs no grupo exposto a Mtb. Esses resultados foram 

confirmados por qPCR, analisando a expressão dos 

genes Mx1 e ISG15, classicamente induzidos por IFNs do 

tipo I [150]. Analisamos a expressão do gene IFI16, 

classicamente induzido por IFN do tipo II, sendo este 

regulado positivamente em apenas um dos doadores 

pós-infecção [156]. Por fim, western blot do conteúdo 

total de proteínas de HSPCs expostas a Mtb por 5 dias 

mostra aumento nos níveis de pSTAT1 Y701, fator de 

transcrição que quando fosforilado se liga à pSTAT2 e 

IRF9, formando o complexo ISGF3 na sinalização de 

IFNAR1/2 [157]. pSTAT1 também forma homodímeros e 

liga-se a elementos cGAS no genoma das células 

ativadas via IFNGR [158]. Frente ao conjunto de 

resultados, sugerimos que a via de sinalização 

IFNα/β/STAT1 está ativada em HSPCs expostas a Mtb.  

A fim de investigar o papel da via IFNα/β/STAT1 na 

mielopoiese induzida por Mtb, empregamos em nosso 
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sistema in vitro um anticorpo neutralizante anti-IFNAR2, 

o qual bloqueia a sinalização canônica dos interferons α 

e β [159]. HSPCs pré-tratadas com o anticorpo foram 

infectadas com Mtb MOI 3 e nos tempos de 5 e 10 dias a 

produção de progenitores mielóides e células adultas 

foram avaliadas respectivamente. Observamos que o 

bloqueio do receptor não modificou a indução de 

progenitores mielóides e como consequência, o aumento 

na produção de monócitos foi observado na cultura de 

HSPCs infectadas, na presença ou ausência do anti-

IFNAR2. Embora não tenhamos observado diferença na 

produção de células mielóides, consideramos que a 

sinalização via IFNAR2 poderia estar envolvida com a 

proliferação do patógeno nas HSPCs. Camundongos 

knockout para o receptor IFNAR1 apresentam números 

reduzidos de carga bacilar e a hiperindução de IFNs em 

modelo animal está associada ao crescimento bacteriano 

e exacerbação da doença [160]. Para investigarmos o 

papel da via do receptor IFNAR2 no crescimento de Mtb 

em HSPCs, células foram pré-tratadas com anticorpo 

neutralizante e cinética de crescimento foi enumerada 

através de UFC/mL. Oposto a hipótese levantada, não 

foram detectadas diferenças no perfil de crescimento de 

Mtb em HSPCs pré-tratadas com anticorpo, quando 
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comparadas às células sem tratamento. Esses dados 

sugerem que a via de sinalização IFNα/β/STAT1 está 

presente em HSPCs expostas a Mtb, porém a sinalização 

de IFNAR2, necessário para a ativação canônica da via 

dos interferons do tipo I, não está envolvida com a 

mielopoiese e crescimento de Mtb na cultura de células 

CD34+.  

Apesar de STAT1 ser um fator de transcrição 

comumente associado a sinalização dos IFNs do tipo I, 

demais citocinas utilizam essa molécula para promover a 

transcrição de genes, como IFN-γ, IL-6, IL-21 and IL-27 

[65]. Considerando que a mielopoiese induzida pelo 

patógeno Ehrlichia muris em modelo animal demonstrou-

se criticamente dependente de IFN-γ [161], que o 

tratamento com IFN-γ promove a expansão de monócitos 

e inibição de neutrófilos durante inflamação [162] e que 

camundongos deficientes no gene Lrg-47 (Gene 

estimulado por IFN-γ) apresentam prejuízo na expansão 

de leucócitos após ablação química ou estímulo 

infeccioso via Mycobacterium avium [163], hipotetizamos 

que IFN-γ está envolvido na mielopoiese induzida por Mtb 

em HSPCs humanas in vitro. Como ferramenta para 

abordar essa hipótese, utilizamos o anticorpo 

neutralizante anti-IFN-γ previamente à infecção, o qual 
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impede a atividade biológica da citocina. Quantificando 

progenitores mielóides e monócitos nos tempos de 5 e 10 

dias de infecção, concluímos que IFN-γ é dipensável para 

a ativação de HSPCs por Mtb. Demonstramos, da mesma 

forma para o receptor IFNAR2, que IFN-γ não está 

envolvido com o crescimento da micobactéria nesse 

sistema. Levando em conta a ausência de células da 

linhagem linfóide, como células T e células NK as quais 

produzem IFN-γ pós estímulo infeccioso [164], 
consideramos que esta citocina não seria produzida no 

modelo in vitro com HSPCs. Esses dados foram 

confirmados utilizando a metodologia de ELISA, onde não 

foi detectada a citocina em nenhum dos grupos e tempos 

avaliados (Figura 40). Em conjunto, afirmamos que a via 

de sinalização dos IFNs do tipo I e II não estão envolvidas 

no fenótipo observado após infecção das HSPCs por Mtb.  

Buscando encontrar o mecanismo responsável 

pela mielopoiese induzida em células CD34+ humanas 

após infecção por Mtb, focamos em investigar demais 

citocinas que desempenham esse papel e são induzidas 

em seres humanos na fase ativa da doença. Dentre o 

conjunto de citocinas que satisfazem ambas as 

condições, destacou-se IL-6 por apresentar STAT1 em 

sua via de sinalização [65], por regular a mielopoiese na 
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resposta de HSPCs a DAMPs através de progenitores 

multipotentes [63] e por se encontrar aumentada no soro, 

escarro e em macrófagos de pacientes com tuberculose 

ativa [111 – 113]. Embora tenha sido demonstrado que 

camundongos KO para IL-6R desenvolvem Tuberculose 

letal [165], Nagabhushanam e colaboradores 

demonstraram que IL-6 pode também prejudicar o 

controle da infecção, através do bloqueio de autofagia 

mediada por IFN-γ. Macrófagos humanos são capazes de 

produzir IL-6 frente à infecção por Mtb de diferentes 

formas, sendo demonstrado que o ligante de TLR2 de Mtb 

Ara-LAM induz a produção de IL-6 via C/EBPβ e NFκB 

p50 [115],  enquanto o antígeno ESAT-6 promove a 

secreção da citocina através do fator de transcrição 

STAT3 [113]. A produção de IL-6 também é observada 

na cultura de células Max Plack Institute, as quais têm alta 

semelhança com macrófagos alveolares humanos, 

sugerindo que essa citocina é rapidamente produzida 

após o reconhecimento do patógeno e seus antígenos 

pelo sistema imune [167]. Sabendo-se que progenitores 

multipotentes são capazes de produzir IL-6 após estímulo 

com DAMP [63], perguntamo-nos se a citocina está 

presente nas HSPCs após infecção nos níveis de 

transcritos e proteína. Observamos que em nível 
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transcricional, a cultura de HSPCs apresentam níveis 

elevados de mRNA para IL-6 nos tempos de 1, 3 e 5 dias 

de infecção. Contudo, concentração proteícadetectadoa 

por ELISA mostra diferença apenas nos tempos iniciais 

de cultura, onde as concentrações de IL-6 normalizam em 

5 e 10 dias em relação ao controle. Notamos que IL-6 

também foi detectada no grupo controle, pois essa 

citocina faz parte do coquetel inicial necessário para 

manutenção e sobrevivência das HSPCs humanas in 
vitro.  

Buscando compreender a via de sinalização de IL-

6 nas HSPCs, analisamos por western blot o fator de 

transcrição STAT3. STAT3 está presente na sinalização 

canônica de IL-6R, onde após ativação do receptor ocorre 

a fosforilação dos resíduos de tirosina na posição 705, 

permitindo a migração de homodímeros de STAT3 para o 

núcleo da célula [114]. Oposto aos resultados de qPCR e 

ELISA para IL-6, foram detectacos níveis baixos e 

semelhantes de pSTAT3 fosforilado após 5 dias de 

infecção. Supreendentemente, níveis da proteína total 

não fosforilada também encontraram-se reduzidos nos 

extratos de HSPCs expostas a Mtb, sugerindo que Mtb 

pode regular negativamente essa via. No entanto, ao 

avaliarmos o fator de transcrição C/EBPβ, observamos 
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notável aumento nos níveis da isoforma LAP, 

responsável por promover a produção de IL-6 em 

macrófagos estimulados com Ara-LAM. Além disso, 

C/EBPβ apresenta uma ligação direta com a mielopoiese 

em humanos, onde o silenciamento desse gene em 

células CD34+ provocou redução na produção de células 

mielóides CD11b+, mas não alterou a geração de células 

CD235a+ da linhagem eritróide [49]. Com maior 

relevância para nosso trabalho, Hirai e colaboradores 

demonstraram que C/EBPβ é necessário para a 

mielopoiese de emergência na infecção por Candida 
albicans em modelo animal. Embora num contexto onde 

não foi observada ativação de STAT3 após infecção, 

notamos que genes regulados positivamente por IL-6 

foram encontrados aumentados no transcriptoma de 

HSPCs infectadas por Mtb, especialmente nos períodos 

de 3 e 5 dias após infecção. Em suma, esses dados 

sugerem que a via de sinalização de IL-6 está ativa nas 

HSPCs infectadas por Mtb. Utilizando do mesmo 

rationale para as citocinas IFNα/β e IFN-γ, analisamos a 

contribuição da via de sinalização do receptor de IL-6 na 

mielopoiese e crescimento de Mtb em HSPCs.  

Tomando vantagem do anticorpo anti-IL-6R (anti-

CD126), o qual bloqueia seletivamente a via de 
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sinalização do IL-6 mas não das demais citocinas 

pertencentes à mesma família como IL-11, Osteopontin, 

CNTF, LIF e IL-27, empregamos a inibição de IL-6R nas 

culturas de HSPCs prévio a infecção por Mtb [117]. 
Notavelmente, observamos que a indução de 

progenitores mielóides, analisadas através da frequência 

de células CD4+CD64+/CD34+ foi completamente inibida 

quando culturas receberam o anticorpo neutralizante na 

presença de Mtb. Observamos também, que em culturas 

não infectadas, onde há a geração basal desses 

progenitores, a inibicação de IL-6R resultou na redução 

nos níveis dessa população, porém de forma não 

estatisticamente significativa. A fim de responder se a 

inibição do receptor de IL-6 também afetava a produção 

de monócitos por HSPCs, quantificamos a frequência de 

células CD14+ após 10 dias de infecção, na presença e 

ausência de anti-IL-6R. Corroborando dados encontrados 

com os progenitores mielóides, a indução de monócitos 

por Mtb foi totalmente inibida em culturas expostas a 

bactéria na presença do anticorpo neutralizante. Da 

mesma forma, níveis basais de monócitos também foram 

encontrados reduzidos nos grupos tratados com 

tocilizumab. Notavelmente, ao longo do defeito na 

produção de progenitores mielóides e monócitos, 
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observamos também a redução no crescimento de Mtb 

após 7 dias nas culturas tratadas com anticorpo 

neutralizante. Ao todo, sugerimos que a mielopoiese 

induzida por Mtb é dependente da sinalização de IL-6R, 

assim como seu crescimento na cultura de HSPCs em 

tempos tardios. Hipotetizamos que a micobactéria 

“sequestra” essa via, onde a geração de monócitos por 

HSPCs através da sinalização de IL-6 favorece seu 

crescimento e possível disseminação. 

Por fim, perguntamo-nos se IL-6 é suficiente para 

o fenótipo que observamos durante a infecção de HSPCs 

por Mtb. Após protocolo de expansão, células foram 

lavadas e resuspendidas em Stemspan completo na 

presença do coquetel de citocinas, ou em Stemspan na 

presença apenas de IL-6 20 ng/mL, concentração 

próxima da citocina encontrada no coquetel. Não 

empregamos o controle Stemspan na ausência de 

citocinas, pois observamos valores elevados de morte 

celular nos tempos de 3 e 5 dias, na ausência de infecção. 

Enquanto os níveis de progenitores mielóides 

encontraram-se próximos a 7% no grupo controle, 

notamos que ambas a adição de IL-6 exogena como a 

infecção por Mtb em células cultivadas com meio 

completo levaram em média ao dobro na quantificação de 
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progenitores mielóides. Da mesma forma, observamos 

um discreto efeito aditivo em células CD34+ infectadas 

com Mtb e cultivadas em meio contendo apenas IL-6. 

Considerando que não tinhamos informação sobre a 

sobrevivência de HSPCs na presença de apenas IL-6, 

avaliamos a produção de monócitos no tempo de 5 dias, 

junto aos progenitores mielóides. Nesse intervalo, não foi 

observada indução significativa de monócitos pela 

infecção. No entanto, observamos que a adição exôgena 

de IL-6, na ausência de demais citocinas, foi suficiente 

para promover aumento na produção de células CD14+, 

quando comparado ao meio completo. Por último, 

perguntamo-nos se células incubadas com IL-6 na 

ausência das demais citocinas promoveriam o 

crescimento de Mtb de forma semelhante ao meio 

completo. Notamos que até o tempo de 5 dias, o perfil de 

crescimento foi igual, onde no tempo de 7d observamos 

uma redução próxima a 1 log no crescimento da bactéria 

em meio com IL-6. Sugerimos que IL-6 é tanto necessária 

quanto suficiente para a indução de progenitores 

mielóides e produção de monócitos por HSPCs, na 

infecção pelo patógeno Mycobacterium tuberculosis. 

Observamos que a proliferação da bactéria em tempos 

tardios dependente da sinalização de IL-6R. 
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Curiosamente, observamos que culturas que continham 

apenas IL-6 como citocina apresentaram densidades 

menores de células quando comparadas ao meio 

controle. Especulamos que a proliferação celular, 

possivelmente desencadeada pelas citocinas do 

coquetel, têm um papel na proliferação de Mtb na cultura 

de HSPCs in vitro.  

Hipotetizamos que durante a fase ativa da 

Tuberculose, Mtb livre atinge a medula óssea humana 

através da circulação ou pela infecção de células com 

potencial migratório para esse tecido. Uma vez na medula 

óssea, Mtb infecta células tronco/progenitoras 

hematopoiéticas, promovendo o comprometimento dessa 

população para a linhagem mielóide. Como resultado, há 

um aumento na produção de monócitos, em que 

sugerimos que o fenótipo ocorre de forma dependente à 

sinalização do receptor de IL-6. Assim como o aumento 

em progenitores mielóides e monócitos adultos, a 

proliferação de Mtb é diretamente ou indiretamente 

dependente da via de IL-6R. Além dessa via, notamos 

que e sinalização por IFNs do tipo I/STAT1 também está 

presente em HSPCs expostas a Mtb. Especulamos que a 

assinatura de IFNs do tipo I em neutrófilos e monócitos 

humanos dos pacientes com TB ativa é resultado da 
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ativação dessa via em progenitores mielóides na medula 

óssea humana. Enquanto que a pré-exposição a BCG 

promove “imunidade treinada” em macrófagos, através 

de modificações epigenéticas em progenitores mielóides 

[168], discutimos que a exposição de HSPCs a Mtb pode 

resultar na produção de células mielóides que são mais 

susceptíveis ao patógeno, estando essas relacionadas à 

proliferação e disseminação da bactéria. Ao todo, o 

presente trabalho chama atenção das HSPCs humanas 

como uma população de células relevante na resposta a 

Mycobacterium tuberculosis, acrescentando uma camada 

a mais de complexidade nas estratégias adotadas pela 

micobactéria na subversão da resposta imune do 

hospedeiro e propagação em seres humanos.  
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Figura 26 – Hipótese para disseminação de Mtb através do 
mecanismo de Mielopoiese humana. HSPCs respondem 
rapidamente a infecção por Mycobacterium tuberculosis através da 
produção da citocina IL-6. Sugerimos que IL-6 atua de forma 
autócrina e parácrina em HSPCs, levando a aumento nos níveis de 
C/EBPβ e pSTAT1. Mycobacterium tuberculosis promove o aumento 
em progenitores mielóides CD34+CD4+CD64+ em um mecanismo 
dependente de IL-6, levando a maior produção de monócitos (CD14+) 
e em menor número, neutrófilos (CD16+CD66b+) após infecção. A 
produção de ambas populações in vitro frente a infecção pela 
micobactéria também demonstrou-se dependente da sinalização de 
IL-6. Em paralelo ao comprometimento mielóide, observa-se a 
proliferação de Mtb, sugerindo que a disseminação da micobactéria 
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pode estar relacionada a expansão de células mielóides humanas a 
partir de Células tronco/progenitoras hematopoiéticas.  
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6 - CONCLUSÕES 
 

 Concluímos com os dados apresentados que 

células tronco hematopoiéticas humanas são 

susceptíveis à infecção pelo patógeno Mycobacterium 
tuberculosis. Concluímos que a cultura de HSPCs não 

promove o controle da infecção, observado pela contínua 

proliferação da bactéria nesse sistema. Paralelo a 

proliferação de Mtb, HSPCs diferenciam-se 

preferencialmente para linhagem mielóide. A 

diferenciação é acompanhada pelo aumento de 

progenitores mielóides e subsequente maior produção de 

monócitos e em menor extensão, granulócitos. Duas 

principais vias de sinalização foram identificadas em 

HSPCs após infecção por Mtb: IFN tipo I/STAT1 e IL-

6/C/EBPβ. Observamos que a via de sinalização do IL-6 

é necessária para o comprometimento mielóide e 

proliferação de Mtb em HSPCs, ao contrário da via do 

IFNAR2. Em suma, sugerimos que o patógeno 

Mycobacterium tuberculosis subverte a resposta imune 

do hospedeiro ao explorar a produção de células 

mielóides por HSPCs, preferencialmente monócitos, em 

um mecanismo dependente da sinalização de IL-6. 
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7 - ANEXO 

Figura 27. Controle da inibição dos receptores IFNAR2 em PBMC 
humano.  Histograma representativo ilustra a fosforilação de STAT1 
em Y701 no grupo controle não estimulado (linha pontilhada), em 
PBMC estimulado por 30’ com IFNα2a 100 U/mL (linha azul) e em 
células pré-tratadas por 1 hora com αIFNAR2a 1 µg/mL e 
estimuladas com IFNα2a 100U/mL por 30’. Dados de 3 experimentos 
independentes, n:3. 

Figura 28. Controle da inibição de IFNγ em PBMC humano. 
Histograma representativo ilustra a expressão de CD38 e CD64 em 
células CD14+ do PBMC após 24h. Linha tracejada representa a 
expressão do grupo controle não estimulado, linha verde representa 
células tratadas com IFNγ 100U/mL por 24h e linha laranja 
representa PBMC pré-tratado por 1h com αIFNγ 1 µg/mL e 
estimuladas com IFNγ 100U/mL por 24h. Dados de 3 experimentos 
independentes, n:3. 
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Figura 29 – Controle da inibição de IL-6R (CD126) em PBMC 
humano. Histograma representativo apresenta a expressão do 
receptor TLR2 em células CD14+ do PBMC após 24. Linha tracejada 
representa a expressão no grupo controle não estimulado. Linha azul 
representa a expressão de TLR2 em PBMC estimulado com 50 
ng/mL de IL-6 por 24h. Linhas verde, laranja, vermelho e roxo 
representam PBMCs pré-tratadas por 1h com concentrações 
crescentes de αIL-6R e estimuladas por 24h com IL-6 na 
concentração de 50 ng/mL. Gráfico de barras expressa os resultados 
da expressão de TLR2, em MFI, de doadores independentes. Barras 
abertas representam controle não-tratado e barra azul representa 
PBMC tratado com IL-6 50ng/mL. ND representa grupo não tratado 
com αIL-6R e números crescentes representam a concentração que 
o anticorpo neutralizante foi adicionado. Símbolos representam 
média e erro representam EPM. Dados de 2 experimentos 
independentes, n:3. 
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Figura 30. Expressão de CD10 em células Lin-CD34+ do PBMC 
humano.  Eventos Lin-CD34+ foram analisados para a expressão de 
CD10 após 72h. Histograma apresenta o MFI para CD10 no grupo 
controle não infectado (linha tracejada) e no grupo infectado com Mtb 
MOI 3 (Linha azul preenchida). Gráfico de barras com símbolos 
demonstra os valores de expressão para CD10. Símbolos 
representam diferentes doadores, barras representam média e erro 
representa EPM. Dado representativo de 1 experimento, n:3.  

Figura 31. Frequência de monócitos e neutrófilos produzidos 
por HSPCs após 5 dias de infecção. Gráficos de barras com 
símbolos mostram a frequência de monócitos 
(CD14+CD11b+CD66b-) e neutrófilos (CD11b+CD16+CD66b+) em 
cultura de células CD34+ após 5 dias de infecção com Mtb. Símbolos 
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representam experimentos distintos, barras representam média e 
erro representa EPM. Círculo aberto: controle não infectado. Círculo 
azul: HSPCs infectado com Mtb MOI 3. Estatística: Teste T pareado. 
*p≤0,05. Dados representativos do pool de 7-8 experimentos 
independentes, n:5. 

Figura 32. Frequência de células eritróide CD235a+ em HSPCs 
expostas a Mtb. Estratégia de gating para seleção de células 
eritróides. Eventos com valores baixos para SSC-A e positivos para 
CD235a+ foram selecionados na cultura de HSPCs após 10 dias. 
Barras abertas representam controle não infectado, barras azuis 
representam HSPCs expostas a Mtb MOI 3 e barras rachuradas 
representam HSPCs pré-tratadas com αIFNAR2 e expostas a Mtb. 
Eventos foram avaliados após 10 dias de cultura. Dado 
representativo de três experimento,n:3 
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Figura 33. Frequência de neutrófilos, células dendríticas 
meilóides tipo 1 e megacariócitos/plaquetas na cultura de 
HSPCs expostas a Mtb e αIFNAR2. Barras abertas representam 
controle não infectado, barras azuis representam HSPCs expostas a 
Mtb MOI 3 e barras rachuradas representam HSPCs pré-tratadas 
com αIFNAR2 e expostas a Mtb. Eventos foram avaliados após 10 
dias de cultura. Dado representativo de um experimento,n:1. 

Figura 34. Frequência de neutrófilos, células dendríticas 
mielóides tipo 1 e megacariócitos/plaquetas na cultura de 
HSPCs expostas a Mtb na presença de αIFN-y. Barras abertas 
representem controle não infectado, barras azuis representam 
HSPCs expostas a Mtb MOI 3 e barras rachuradas representam 
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HSPCs pré-tratadas com αIFN-γ e exposta a Mtb . Eventos foram 
avaliados após 10 dias de cultura. Dados representativos de dois 
experimentos independentes, n:2. 

Figura 35. Frequência de neutrófilos, células dendríticas 
mielóides do tipo 1 e megacariócitos/plaquetas na cultura de 
HSPCs expostas a Mtb e αIL-6R. Após expansão, HSPCs do grupo 
controle (não infectado) ou do grupo infectado por Mtb MOI 3 foram 
pré-expostas ao anticorpo neutralizante αIL-6R na concentração de 
1 µg/mL. Após 10 dias, frequência de (a) neutrófilos, (b) cDCs e (c) 
MK/plaquetas foram mensuradas por citometria de fluxo. Barras 
representam média e erro representa EPM. Barras abertas: controle 
não infectado e não tratado. Barra branca rachurada: controle não 
infectado tratado com αIL-6R. Barra azul: HSPCs infectadas com Mtb 
MOI 3. Barra azul rachurada: HSPCs pré-expostas a αIL-6R e 
infectadas com Mtb MOI 3. Dados representativos de 2 experimentos 
independentes, n:3. 
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Figura 36. Frequência de 
granulócitos,megacariócitos/plaquetas, células eritróides e 
mDCs tipo 1 em meio Stemspan completo ou apenas na 
presença da citocina IL-6 20 mg/mL por 5 dias. Countour plot 
mostra a frequência das respectivas populações mencionadas acima 
no meio Stemspan com coquetel de citocinas (coluna da esquerda) 
ou na presença apenas de IL-6, na concentração de 20 ng/mL. Dados 
de 1 experimento, n:1.  
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Figura 37. Frequência de células CD10+ em HSPCs de cordão 
umbilical humano expostos a Mtb por 5d.  Eventos CD10+, 
correspondentes a progenitores linfóides, foram avaliados em células 
CD34+ após 5 dias de cultura em meio controle ou na presença de 
Mtb MOI 3. Countour plot representativo ilustra a estratégia de gating. 
Frequência de eventos CD34+CD10+ foram apresentadas em gráfico 
de barra. Barra aberta: controle não infectado. Barra Azul: HSPCs 
expostas a Mtb MOI 3. Dado representativo de 2 experimentos 
independentes, n:2. 
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Figura 38 – Frequência de células NK, células dendríticas 
plasmocitóides e células dendríticas mieloides tipo 2 na cultura 
de HSPCs expostas a Mtb. Contour plot representativo ilustra a 
estratégia de gating para análise de células NK (CD16+CD14-CD66b-

), Células dendríticas plasmocitóides (BDCA2+CD123highBDCA1-

CD14-) e células dendríticas mielóides do tipo 2 (BDCA3highClec9A+). 
Ao lado segue o gráfico representativo com a frequência das 
respectivas populações no tempo de 10 dias de cultura. Barra aberta 
representa HSPCs em meio controle e barra azul representa HSPCs 
expostas a Mtb MOI 3. Barras e erro representam média e EPM 
respectivamente. Dado representativo de 4 experimentos 
independentes, n:4. Não foram detectados nos 4 doadores a 
presença de células BDCA3high Clec9A+. 
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Figura 39 – Frequência de monócitos expressando baixos níveis 
de HLA-DR após infecção por Mtb. Countour plot representativo 
explica a estratégia de gating para avaliação de monócitos 
expressando níveis reduzidos de HLA-DR. Gráfico de barra com 
símbolos ilustra a frequência de células CD14+HLA-DRlow 
proveniente de PBMCs expostos a Mtb MOI 3 após 72h. Barras 
representam média, erro representa EPM e símbolos representam 
diferentes doadores. Estatística: Teste T pareado. ***p≤0.001. Dado 
do pool de 3 experimentos independentes, n:9.  
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Figura 40. Curva padrão e quantificação das citocinas IL-10 e 
IFN-γ no sobrenadante de HSPCs expostas a Mtb. Quantificação foi 
realizada pela metodologia de ELISA seguindo recomendações do 
fabricante. Curva padrão demonstra que a reação de ELISA foi 
efetivamente completada no ensaio. Não foi detectada absorbância 
nas amostras de todos os grupos e tempos de estímulo testados. 
Dado representativo de 4 experimentos independentes, n:4.  
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