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“Knowledge is simply a kind of fuel; it needs the motor of understanding to convert it into power.”

John Wyndham
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Resumo:

A doenca de Chagas afeta cerca de 8 milhdes de pessoas ao redor do mundo e cerca de um terco dessas
desenvolve as formas graves da doenca, sendo o maior caso de cardiomiopatia causada na América Latina e
também estd entre o maior causador de mortes dentro das doencas tropicais negligenciadas. Mesmo sendo
conhecida ha 111 anos, os mecanismos que desenvolvem a patologia continuam um enigma, principalmente
se tratando de estudos em humanos. Apesar disso, hoje é indiscutivel o papel da resposta imune do hospedeiro
frente ao agente etioldgico, o Trypanosoma cruzi, no controle da infec¢do ou na sua disseminagdo, além dos
mecanismos desencadeados na fase inicial da doenca serem determinantes para o estabelecimento de uma fase
crénica. Uma das primeiras células imunes a interagir com este patdgeno sao as céluls dendriticas (DCs), as
quais sdo responsaveis por intermediar uma resposta imune ndo especifica para uma especifica e que possui
uma funcdo determinante dentro da patologia.. Este trabalho entdo visa uma analise da resposta inicial que é
desencadeada em DCs frente ao T. cruzi a partir da validagéo de genes que foram vistos como diferencialmente
expressos no trancriptoma realizado da interacdo inicial ente DCs e T. cruzi ap6s 12h. Alguns desse genes
modulados diferencialmente sob acdo do patdgeno foram o ligante da superfamilia de fator necrose tumoral,
membro 18 (TNFSF18), ligante 9 de quimiocina com motivo C-X-C (CXCL9) e peptidase especifica de
ubiquitina 18 (USP18), que possuiram sua expressao aumentada sob infecgdo. Essa superexpressdo constatada
por RNA-seq, foi confirmada neste estudo através de RT-gPCR apds um processo de padronizagédo e escolha
de critérios rigorosos para garantir a qualidade da interpretacdo dos dados e poder comparar com veracidade
os dados provenientes de duas metodologias distintas. Ficou comprovado entdo que a expressdo génica dessa
interacdo patdgeno-hospedeiro poderia ser atestada por RT-qPCR, viabilizando estudos posteriores de outros
genes e também em uma populacdo amostral maior, permitindo assim analisar a resposta inicial de forma mais
abrangente. Isso tornara possivel garimpar genes que tenham um papel fundamental na infec¢éo e estuda-los
com mais profundidade. Também é importante ressaltar que ndo necessariamente um aumento de expressao
de transcrito reflete no nivel proteico, como foi aferido neste trabalho ao mensurar algumas citocinas como
IFN-y, TNF, IL-6, IL-4, IL-10, IL-2 e IL-12, em que houve aumento de expressdo de TNF sob infec¢do que
condiz com seu nivel de transcrito detectado, porém IL-10 que também foi supraregulado a nivel
transcricional, ndo possuia 0 mesmo comportamento a nivel proteico, tendo uma regulagdo importante e

decisiva na expressédo pelo hospedeiro
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Abstract

Chagas disease affects around 8 million people worldwide and about one-third of them develops severe
forms of the disease, being the largest case of cardiomyopathy caused in Latin America and also among the
largest cause of death within neglected tropical diseases. Even though it has been known for 111 years, the
mechanisms that develop pathology remain an enigma, especially when it comes to studies in humans. Despite
this, the role of the host immune response to the etiologic agent, Trypanosoma cruzi, in the control of the
infection or its dissemination is indisputable, besides the mechanisms triggered in the initial phase of the
disease are determinant for the establishment of a chronic phase. One of the first immune cells to interact with
this pathogen is the dendritic cells (DCs), which are responsible for being a mediator between a less specific
immune response to a more specific and that has a determining function within the pathology. This work then
aims an analysis of the initial response that is triggered in DCs against T. cruzi from a transcriptome performed
from the initial interaction between DCs and T. cruzi after 12h. Some of these genes differentially modulated
under the action of the pathogen were the tumor necrosis factor, member 18 (TNFSF18), CXC (CXCL9) motif
chemokine ligand 9 and ubiquitin 18 specific peptidase (USP18), which had their expression considerably
infection. This overexpression verified by RNA-seq was confirmed in this study through RT-gPCR after a
process of standardization and selection of strict criteria to guarantee the quality of data interpretation and to
be able to compare data from two different methodologies. It was then proved that the differential gene
expression obtained in the transcriptome, a robust but more expensive and inaccessible technique, could be
attested by RT-gPCR, allowing further studies of other genes and also in a larger sample population, thus
allowing an analysis of the initial response in DCs by the T, I crossed more comprehensively in order to mine
genes that have a fundamental role in the infection and study them in more depth. It is also important to note
that not necessarily an increase in transcript expression reflects at the protein level, as measured in this work
when measuring some cytokines such as IFN-y, TNF, IL-6, IL-4, IL-10, IL-2 and IL-12, in which there was
an increase in expression of TNF under infection that matches its detected level of transcript, but 1L-10, which
was also supraregulated at the transcriptional level, did not have the same behavior at the protein level, having

an important and decisive regulation in expression by the host
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1. INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas é reconhecida pela Organizacdo Mundial da Sadde como uma das 13 doencas
tropicais negligenciadas mais importantes, a qual esté entre as que possuem maior taxa de mortalidade (Hotez,
2007).

A infeccdo é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e estabelece-se de forma cléssica
através do vetor, os insetos da familia Reduvidae e da subfamilia Triatominae, onde formas do parasita se
encontram nas fezes destes insetos e sdo liberadas durante o repasto sanguineo; caso as fezes contaminadas
entrem em contato com a ferida causada pela picada, uma ferida pré-existente ou até mesmo em mucosas, 0
T. cruzi consegue infectar seu hospedeiro (Chagas, 1909). Mas ha também outros meios de transmissdo como
através de transfusdes sanguineas e doagdes de 6rgdos, de forma congénita, e também via oral, através da
ingestdo de alimentos contaminados, como caldo-de-cana e acai, este Gltimo sendo responsavel por surtos de

infeccBes agudas em regides sem a presenca de vetores (Rassi Jr, Rassi & Marin-Neto, 2010).

Devido aos grandes programas de controle vetorial e varredura rigorosa nos bancos de sangue, a
transmissao zoondtica teve uma reducdo dréstica, porém ainda sendo uma das principais vias de transmissdo
em areas endémicas e também tem tornado raro os casos de contaminagdo através de transfusfes sanguineas.
Isso fez com que infec¢des orais tenham sido mais frequentes em areas ndo-endémicas, que devido a alta carga
parasitaria, tem sido relacionado com casos mais graves da doenca (Rassi Jr, Rassi & Marin-Neto, 2010;
Eickhoff, 2013 e Fiocruz, 2015).

Estima-se que cerca de 8 milhGes de pessoas atualmente estejam infectadas ao redor do mundo
(WHO,2018 e CDC, 2018) e que 36.800 novos casos surjam anualmente (Morilo et al, 2015), além de ser
responsavel por cerca de 10.000 mortes anuais. Os dados atuais revelam que aproximadamente 25 milhdes de

pessoas vivem em areas de risco. (WHO, 2018).

A patologia é endémica da América Latina e apesar de se concentrar majoritariamente em 21 paises
dessa regido(WHO, 2017), esta enfermidade ja se espalhou pelo globo, havendo um ndimero cada vez maior e
crescente de casos em outros paises em que nao se registrava antes a presenca da doenca. Este quadro
epidemioldgico atual se deve pela transmissdo domestica via vetor nas populacdes endémicas ao longo dos
anos, ao grande éxodo rural que ocorreu nas Ultimas décadas (Bern,2015) e também ao grande fluxo migratorio
gue houve nas Gltimas décadas (Coura & Vifas, 2010, Schmunis, 2007 e Andrade, Gollob & Dutra, 2014.).

O maior nimero de casos de pessoas infectadas em paises ndo-endémicos sdo os Estados Unidos, com

cerca de 300 mil casos, seguida pela Espanha, onde séo os destinos mais comuns dos imigrantes que habitam



areas de risco (Rassi Jr, Rassi e Marin-Neto, 2010), mas ha relatos em outros paises como Japdo, Australia e
outras regides da Europa (Coura &Vifias, 2010; Clayton, 2010 e Bonney, 2014).

A enfermidade apresenta duas fases bem discerniveis. A fase aguda dura de 6 a 8 semanas (WHO,
2002) e é caracterizada por ser assintomatica na maioria dos casos ou pelos pacientes apresentarem sintomas
brandos e inespecificos como diarreia, calafrios, sonoléncia (Bonney & Engman, 2015), febre, mal-estar,
hepatoesplenomegalia, linfocitose. O sinal mais perceptivel é quando ha inchaco no local de entrada do
parasito (Bern, 2015), desencadeado por um processo inflamatério, denominado como chagoma ou se ocorrer
nas mucosas do olho acarretando um edema preiorbital, recebe a denominagdo de sinal de Romafa
(Tanowitz,1992 e Bern, 2015), que podem ocorrer 1 a 2 semanas ap0os a exposicao com o patdgeno (Rassi Jr,
Rassi e Marin-Neto, 2010).

A maioria dos casos ndo sdo detectados por terem manifestacdes subclinicas e por serem constatados
apenas miscroscopicamente pela parasitemia. Cerca de 1% dos casos desenvolvem manifestagcdes severas,
devido a miocardite ou meningoencefalite (Bern,2015 e Bonney & Engman, 2015). Mas, essas estatisticas
divergem quando se tratam de infec¢éo via oral, onde ha aumento da morbidade e mortalidade (Bern, 2015 e
Bonney & Engman, 2015). Grande parte dos casos, cerca de 60 a 70% ndo ira desenvolver manifestaces
clinicas aparentes, permanecendo na forma indeterminada da doenca, onde possuem exame soroldgico
positivo para anticorpos e resultados normais de electrocardiograma (ECG) e radioldgicos do peito, colon, e

esdfago (Rassi Jr, Rassi e Marin-Neto, 2010).

Por volta de 30 a 40% dos pacientes irdo desenvolver a fase cronica da doenca, o qual é caracterizada
por anomalias cardiacas e/ou digestivas, onde pode surgir quadros clinicos como cardiomegalia, megaes6fagos
e megacolon e se desenvolve em um periodo muito variavel, de 10 a 30 anos ap0s exposi¢do com o patdgeno
e pode perdurar durante toda a vida do individuo (Rassi Jr, Rassi e Marin-Neto, 2010; Bern, 2015 & revisado
em Bonney & Engman, 2015). Pessoas nessa fase ficam susceptiveis a acidente vascular cerebral (AVC) e
outras causas de tromboembolismos por causa da formacao de trombos, principalmente no ventriculo esquerdo

ou aneurisma (Bern, 2015) e podem vir a 6bito devido a arritmias ou falhas cardiacas (WHO, 2015).

A doenca de Chagas é uma causa importante de morte prematura e um grande problema de satde
publica por causa do seu efeito incapacitante e mortalidade consideravel, com taxas de mortalidade de 10 anos
variando de >10% a <80%, dependendo do dano cardiaco (WHO,2015). Com o alastramento da patologia das
regides rurais para zonas urbanas e também pela imigracdo para outras areas, fez com que a doenca de Chagas
se torna um importante problema médico e social (Coura & Vifias, 2010) e também acarretando um grande
problema econdmico, atingindo adultos jovens economicamente ativos principalmente na América Latina
(Moncayo, 2009).



1.2.  TRYPANOSOMA CRUZI

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas, pertencente ao
filo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma e subgénero Schizotrypanum (Martins et al, 2012). Este patdgeno é caracterizado por possuir
um flagelo e uma mitocéndria Unica contendo DNA denominado de cinetoplasto (de Lana, Marques &
Machado, 2010).

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, apresentando diversos estagios distintos, sendo que o
género Trypanosoma possui mais estagios do que qualquer outro dentro dos Trypanosomatidae (Hoare &
Wallace, 1966), que sdo classificados quanto a morfologia do corpo celular, a posicdo e formato do

cinetoplasto e de onde emerge o flagelo (de Lana, Marques & Machado, 2010).

Entre as varias formas que podem apresentar, trés sdo classificadas como as principais, que sao
apresentadas na figura 1. A forma epimastigota esta presente no trato gastrointestinal do inseto vetor, que é
capaz de se replicar mas nao de infectar células mamiferas. A forma tripomastigota esta presente no final do
trato gastrointestinal e nas fezes do inseto (chamado de tripomastigota metaciclico) e também na corrente
sanguinea do hospedeiro (chamado de tripomastigota sanguineo) € infectiva, porém ndo replicativa. Ja a forma
amastigota € intracelular, encontrada apenas no organismo hospedeiro, e que é apta a se replicar dentro das

células (de Lana, Marques & Machado, 2010; revisdo em Tyler & Engman, 2001).
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Figura 1. Representacao esquematica de formas de vida distintas que o T. cruzi pode adquirir ao longo
do ciclo, tanto no vetor quanto no hospedeiro: epimastigota, tripomastigota (representando tanto forma

metacicilica quanto sanguinea) e amastigota, respectivamente. ( Adaptado de Teixeira et al., 2012)

O ciclo de vida do T. cruzi no vetor se inicia quando o inseto hematdfago pica um organismo mamifero

infectado e suga seu sangue contendo as formas tripomastigotas sanguineas. Essas formas tripomastigotas ao



alcancarem o intestino do barbeiro se diferenciam para epimastigotas, devido a mudangas das condig¢des do
microambiente, onde passa a se replicar. Esses se aderem a cuticula da parede gastrointestinal e quando
alcancam o final do trato gastrointestinal, desencadeia um processo de diferenciacdo denominado
metaciclogénese, em que as formas epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (Bonaldo
et al, 1988; revisado em Tyler & Engman, 2001), diferenciacdo desencadeada devido a um estresse nutricional
(Camargo, 1964), que serdo liberados nas fezes durante o préximo repasto sanguineo.

J& o ciclo de vida no hospedeiro mamifero inicia-se quando um triatomineo infectado libera suas fezes
contaminadas durante a hematofagia do individuo mamifero. Caso as fezes entrem em contato com mucosa,
uma ruptura na pele ou com a proépria lesdo deixada pela picada, o parasito consegue entrar na corrente
sanguinea e pode infectar qualquer célula nucleada (Tyler & Engman, 2001). Quando este patdgeno entra em
contato com uma célula, adere-se a sua membrana e desencadeia um processo de internalizacéo criando um
vacuolo parasitéforo, onde lisossomos irdo se fundir descarregando seu contetdo de enzimas digestivas e
acidificando o vactolo, mas o parasito ndo é destruido e inicia sua diferenciacdo para a forma amastigota,
conseguindo assim evadir para o citoplasma, onde finaliza sua diferenciacdo e inicia a seu ciclo replicativo
intracelular. Depois de vérios ciclos de replicacdo quando a célula infectada esta abarrotada de parasitos, as
formas amastigotas se diferenciam novamente em tripomastigotas e a motilidade constante de seus flagelos
rompem a células liberando essas formas na corrente sanguinea, permitindo que esses tripomastigotas

sanguineos possam invadir novas células (Bern, 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida do T. cruzi e suas diferentes formas no hospedeiro invertebrado e vertebrado ao

longo da infeccéo (Bern, 2015).

J& foram reconhecidas ao longo do tempo, diferencas genéticas e bioquimicas de cepas de T. cruzi e
que é responsavel pela distingdo e complexidade do perfil epidemioldgico da doenca de Chagas, (Zingales et
al, 2009), causado tanto por evolugdo clonal (Tibayrenc et al, 1986) quanto por trocas genéticas entre 0s
parasitas (Sturm & Campbell, 2009), o que foi constatado devido a presenca de organismos hibridos no
ambiente selvagem. Varios comités se seguiram desde 1999, a fim de revisar o conhecimento que se tinha até
entdo a cerca dessas variacGes dentro da espécie do protozoario e definir um sistema para agrupar cepas
distintas dentro de grupos que obtivessem caracteristicas em comum entre elas. O dltimo sistema de
classificacdo foi definido na 2° reunido satélite em 2009, em que foi estabelecido que as cepas de T. cruzi
poderiam ser agrupadas em 6 DTUs (Discret typing units) (Zingales et al., 2009), que podem ser definidos
como conjuntos de linhagens que sdo geneticamente relacionados entre si do que qualquer outro e que sdo
identificados como em comum a partir de caracterisiticas moleculares, imunologicas e genéticas (Tibayrenc
et al, 1986)




1.3. IMUNIDADE CONTRA O T. CRUZI

Tendo em vista que a doenca de Chagas é uma doenca infeciosa, o sistema imunologico do individuo
infectado possui um papel primordial para o controle do patdgeno ou para o sucesso da disseminacéo e
estabelecimento deste. O sistema imunolégico é definido como um conjunto de 6rgéos, células e moléculas
especificas que sdo responsaveis por promover a homeostasia do organismo e agir quando esta ¢ quebrada,
acarretado tanto por uma lesdo ou pela invasdo e acdo de organismo e/ou seus componentes que Sao
potencialmente prejudiciais e podem causar dano tecidual, trazendo consequéncias nocivas e comprometendo
a integridade do hospedeiro (Matzinger, 1994 e Lipscomb e Masten, 2002). Este sistema se desenvolveu ao
longo da evolucédo devido a presséo seletiva ocasionada por micro-organismos infecciosos, o que fez com que
os hospedeiros desenvolvessem mecanismos de defesa diversos contra patdgenos, a fim de controla-los e

reestabelecer o equilibrio do individuo (Janeway & Medzhitov, 1997).

Os tripomastigotas possuem diversas moléculas em sua superficie que podem ser reconhecidos por
receptores reconhecedores de padrbes (PRRs) de células imunes, que reconhecem moléculas conservadas em
potenciais agentes patogénicos. 1sso permite o seu reconhecimento e sua internalizacdo por essas e
consequentemente, permitindo a inducdo de uma resposta frente ao patdgeno e/ou os utilizando para ganhar
acesso ao interior das células. Dentro dos padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) expressos
pelos tripomatigotas, se encontram um conjunto de glicoproteinas presente na sua superfiicie, com as mais
diversas funcbes. A maioria dessas glicoproteinas possuem um motivo de glicosilfosfatidionositol (GPI),
sendo uma ancora para permitir o atracamento dessas proteinas a superficie, permitindo a sua clivagem e
liberacdo do grupamento da cabeca, tendo implicagcfes em mecanismos biologicos (Villalta et al., 1998;
Gaulton & Pratt, 1994).

H& também a presenca de mucinas (Di Noia et al., 1996) e glicoproteinas diversas (Schenkman, Diaz
e Nussenzweig, 1991), como a trans-sialidase (Andrews e Whittlow, 1989) que sdo responsaveis por se atracar
a células hospedeiras e sdo detectadas por essas, desencadeando sua internalizacdo (De Pablos e Osuna, 2012
e Bartholomeu et al., 2014). Outras moléculas do T. cruzi também podem ser reconhecidas por receptores do
tipo toll (TLRs), como glicoinositolfosfolipideo (GIPL), assim como seu DNA e RNA, que s&o identificados
pelo TLR9 e TLR7, respectivamente

Glicoproteinas do tipo mucina ancoradas a GPI, assim apenas como GPI derivadas do T. cruzi podem
ser reconhecidas pelo TLR2 (Camargo et al., 1997 e Almeida et al., 2000), estimulando a producéo de CCL2
e assim induzir recrutamento leucocitario para o sitio de infeccdo quando h& administracdo de IFN-y em
conjunto (Coelho et al., 2002), além de induzir a producdo de IL-12, (responsavel pela polarizacédo de linfocitos
Th1), TNF-a (Camargo et al., 1997) e oxido nitrico (NO) (Campos et al., 2004).



Apesar do reconhecimento dessas moléculas de T. cruzi reconhecidas por TLR2 sinalizar uma resposta
positiva e adequada contra este patdgeno, modelos in vivo mostraram que a auséncia desse receptor gerava
uma maior producao de IFN-y, sugerindo que uma imunoregulacédo deste receptor pelo parasita para atrasar a
resposta contra este (Campos et al., 2004 e Ropert & Gazzineli, 2004). Constatou-se também que o efeito
regulatorio atrelado a TLR2 poderia depender do tipo de célula imune que portava o receptor, visto que seu
estimulo acarretava em producdo de TNF-a por macréfagos, mas impedia a producédo de IL-12p40 em DCs
(Gravina et al., 2013) mostrando seu efeito regulatério sobre esse tipo celular, e que, portanto, a resposta

poderia variar dependendo do reconhecimento dominante por um tipo celular especifico.

Foi identificado também que o TLR9 era capaz de ser ativado ao detectar ilhas CpG ndo metiladas
provenientes do DNA de T. cruzi (presentes em grande quantidade em regides do genoma que codificam
mucinas, proteinas associadas a mucinas (MASPs) e trans-sialidases (Bartholomeu et al., 2008) e desencadear
producdo de citocinas em APCs (Bafica et al., 2006) e que teria um papel crucial na infeccdo, pois a sua
auséncia acarretava em elevada parasitemia e sobrevivéncia diminuida dos animais. O efeito protetivo
desencadeado por TLR9 poderia ser justificado pela translocacdo de TLR9 para os lisossomos durante a
captura do parasito por DCs e ativacdo aumentada da via do NF-kB refletindo na producéo elevada de citocinas

pro-inflamatoria (Bartholomeu et al., 2008)

A importéncia de proteinas acopladoras que eram recrutadas para as regifes citoplasmaticas dos TLRs
guando estes eram ativados e responsavel por enviar a sinalizacdo para culminar nas suas acdes subsequentes,
também foi atestada. Animais deficientes na proteina acopladora de resposta priméaria de diferenciacdo
miledide 88 (MyD88), mostraram uma parasitemia equivalente a animais deficientes em TLR2 e TLR9, mas
com uma mortalidade mais acentuada (Bafica et al., 2006), sugerindo assim que outros TLRs poderiam estar
envolvidos no reconhecimento e na sinalizacdo via MyD88, mas esta seria crucial para o desenvolvimento de
uma resposta imune frente ao T. cruzi (Campos et al., 2004). Além disso, animais deficicientes em MyD88
apresentaram um comprometimento na producdo e citocinas como IL-12 e IFN-y e producgdo e espécies
reativas em nitrogénio (Campos et al.,2004), ressaltando a importancia dessa proteina no controle do T. cruzi

e da deteccédo dos seus componentes pelos TLRs.

TLR4 também mostrou ser um receptor importante na deteccao deste agente infeccioso, devido a sua
falta acarretar em uma alta parasitemia e mortalidade precoce de animais sob infec¢do do T. cruzi juntamente

com a presenca de MD-2 funcional e ativacdo da via do NF-kB (Oliveira et al., 2004)
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Figura 3: PAMPs presentes na superficie do T. cruzi e seus respectivos receptores que os reconhecem

na superficie da célula do hospedeiro (de Souza et al., 2010).

Apo6s a internalizagdo do parasito na célula hospedeira, este entdo fica contido em um vacuolo
denominado de vacuolo parasitoforo. Algumas proteinas quando detectadas nesse endossomo podem
funcionar como marcadores para determinar seu estagio pré-formado, como Rab5. Este vacuolo entdo sofre
um processo de maturacdo em que ganha novas proteinas para auxiliar em processos posteriores e passa a ser

denominado como endossomo tardio, como havendo a substituicdo de Rab5 por Rab7.

Ha entdo a fusdo de lisossomos a este vacuolo que contém enzimas hidroliticas e descarregam esse
material no seu interior que possuem capacidade de digerir uma ampla gama de biomoléculas e se tornarm
ativas em um pH acido, em que ha a um decaimento de pH (Huotari e Helenius, 2011). A acdo dessas enzimas

é requisitada afim de degradar o patégeno aprisionado no vacuolo.

Viu-se que a invaséao e a contencdo do T. cruzi em células ndo fagociticas era totalmente depende da
expressao de dinamina, ao qual sua auséncia abolia completamente a sua entrada e que a deficiéncia nas
proteinas Rab5 e Rab7, proteinas existentes nos endossomos precoces e tardios, respectivamente, diminuia
significativamente a taxa de infec¢do dessas células, (Wilkowsky et al., 2002), mostrando que o parasito
necessitava da formacdo de um endossomo precoce para entrada e subsequentemente a maturagdo desse

endossomo para efetivar uma infecgéo.

Foi observado que os lisossomos também poderiam ter um papel na entrada desses agentes infecciosos

(Tardieux, Nathanso & Andrews, 1992 e Rodriguez et al., 1996) quando se fundiam a membrana plasmatica



facilitando sua entrada, visto que o impedimento da fusdo de lisossomos a membrana diminuia sua invasao
(Woosley & Burleigh, 2004)

A fusdo de lisossomos e a consequente liberacdo de seu material dentro do vacuolo parasitéforo
(Carvalho & de Souza, 1989) promoveria a degradacdo e consequente morte do patdgeno aprisionado neste
compartimento, entretando, este parasito ¢ dotado de uma maquinaria eficaz que o permite néo ser atingido
pelas enzimas hidroliticas, possuindo enzimas antioxidantes em sua superficie que contrapde a acdo das
enzimas do hospedeiro, permitindo sua sobrevivéncia dentro de um ambiente altamente danoso (Piacenza et
al., 2008).

A fusdo de lisossomos ao vacuolo parasitorofo € um mecanimo imprescindivel para o sucesso da
infeccdo pelo T. cruzi, pois além de permitir a retencdo dos tripomastigotas altamente moveis no interior da
célula (Andrade & Andrews, 2004), também desengatilna a sua diferenciacdo, iniciando assim sua
transformacdo em amastigota (Cardoso et al., 2016), sua forma replicativa intracelular no hospedeiro
mamifero. O microambiente acido criado entdo neste vacutolo é crucial para o estabelecimento do T. cruzi
dentro das células hospedeira, 0 que pode ser visto quando € induzido um aumento de pH dentro deste

compartimento, inibe o escape deste parasito para o citoplasma (Ley et al., 1990).

Depois disso, 0 parasito em estagio de transi¢cdo consegue desestabilizar a membrana do vacuolo
parasitéforo (\VP), ocasionando a sua quebra e assim permitindo sua consequente evasao para o citoplasma da
célula, onde o parasito termina o seu processo de diferenciagdo em amastigota e agora passa a ser apto a se
replicar no interior da célula hospedeira, multiplicando-se sucessivas vezes (Nogueira e Cohn, 1976) até
completar todo o citoplasma e diferenciar novamente para tripomatigota, desta vez tripomastigota sanguineo,
onde ha lise da célula hospedeira devido ao batimento intenso do flagelo dos parasitos no interior da células,
permitindo que estes parasitos consigam infectar outras células e assim estabelecendo uma infecgdo com

SUCESSO.

Alguns mecanismos ja foram especulados e comprovados como sendo responsaveis pelo
enfraguencimento e consequente quebra da membrana do vacutolo parasitéforo, permitindo sua saida para o
citoplasma. Um deles é referente ao tripomastigota possuir uma proteina que promove a formagéo de poros
nessa membrana e é ativada dependente de um pH acido. Isso foi constatado ao verificar que sobrenadante de
cultura de tripomastigotas induziam citotoxidade em células quando induzido um pH &cido e detectatado nesse
sobrenadante uma proteina com reatividade cruzada para anticorpos que detectam o componente do sistema
complemento C9, responsavel por criar a estrutura que forma poros na membrana. Além disso foi visto que
essa proteina conseguia ser detectada no lumem do vacuolo parasitoforo contendo o parasito (Andrews et al.,
1990) e que esta proteina consegue provocar a formacéo de canais em membranas de células alvo (Andrews e
Whittlow, 1989)



Outro mecanismo estudado é referente ao enfraquecimento da membrana do vacuolo parasitéforo
mediado pelo sequestro de acido sialico de proteinas estruturais da membrana, como LAMP1 e LAMP2, que
sdo altamente sialinizadas (Kornfeld e Mellman, 1989 e Albertti e al., 2010), enfraquecendo sua estutura e a
tornando mais susceptivel a rupturas (Hall et al., 1992). A importancia do &cido sidlico para manter a
integridade da membrana do VP pode ser constatada visto que células com defeito em sialinizacao facilitam o
escape do T. cruzi quando infectados por este (Hall et al., 1992). Essa acdo é mediada por uma proteina do T.
cruzi que se torna ativa em pH baixos, denominada trans-sialidases, que teria a funcao de retirar o acido siélico

de proteinas da membrana e transferir para as mucinas presentes na sua superficie (Schenkman et al., 1993)

Ap0s o estabelecimento de infeccdo de uma célula, sua replicacdo e consequente lise da célula quando
esta sobrecarregada de parasitos, estes entdo sdo liberados para o meio extracelular e pode ganhar acesso a
corrente sanguinea, conseguindo assim atingir e infectar outras células ao longo do organismo, mas o0 que
também acaba tornando o T. cruzi susceptivel a acdo das proteinas do sistema complemento e sua consequente
destruicdo. Porém o parasito apresenta mecanismos para desativar e/ou bloguear os mais diversos
componentes deste sistema (Krettli et al., 1979). Uma proteina importante que permite o T. cruzi evadir do
complemento e esta presente na sua superficie € a calreticulina (Aguillon et al., 2000), que pode impedir o
reconhecimento de carboidratos presente na superficie do patdgeno se ligando ao MBL evitando sua ligacdo
as mananas e também pode se ligar a ficolinas impedindo a conversao de C4-C4b (Sosoniuk et al., 2014), além
disso apds ativacdo da via classica do complemento devido a producdo de anticorpos contra o T. cruzi, a
calreticula pode também se ligar a C1 (Ferreira et al., 2004a)e evitar acoplamento de C4 (Valck et al., 2010).
Todas essas estratégias mediadas por essa Unica proteina prejudica as etapas posteriores, impedindo assim a

ativacdo do sistema complemento.

H& a presenca de outras proteinas que se ligam a C3b e ou C4b dissociando a formacdo de C3
convertase como proteina regulatéria do complemento (CRP) (Noris et al., 1991 e Beucher & Noris, 2008) e
fator de decaimento acelerante de tripomastigota (T-DAF) (Joiner et al., 1988) e muitas outras proteinas que

podem intervir na lise do parasito por meio do complemento.

Além de todo o arsenal ja citado acima que o T. cruzi apresenta para driblar mecanismos diversos da
resposta imune do hospedeiro, esse parasito tambem é caracterizado por desencadear um atraso significativo
de uma resposta eficaz contra esse, 0 que pode ser visto pelo fato do parasito induzir uma expressdo génica
pequena em células do hospedeiro em uma fase inicial da infeccdo quando comparado com outros patégenos
(Vaena et al., 2002) e isso reflete diretamente nos mecanismos de evasdo do parasito para permitir a sua
replicacdo inicial e também na visualizacdo de uma resposta tardia (Padilla, Simpson & Tarleton, 2009). Isso

pode ocorrer devido ao patogeno estar apto a evitar a deteccdo de seus PAMPS ou imunoregular seu
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reconhecimento através da ativacdo de TLR2 em DCs, que como ja foi visto, promove um atraso na resposta
(Gravina et al., 2013), além de seu escape do VP para o citoplasma, evitando assim sua destruicdo e a
consequente disponibilidade de DNA ou RNA para ativacdo de TLR9 e TLR7 (Cardoso et al., 2016),
respectivamente, que sua inducdo se mostraram eficiente para promover uma resposta eficaz frente a este
patdgeno, permitindo que este ndo seja sensoriado ou module negativamente a resposta quando é reconhecido

pelo hospedeiro.

Fora esse mecanismo, o T. cruzi também apresenta um grande repertorio de proteinas de superficie
altamente polimorficas, acarretando em uma variabilidade antigénica e assim gerando o atraso da montagem
de uma resposta adequada (Borst, 2002). O sistema imune entdo consegue reconhecer e montar uma resposta
contra os antigenos comuns presente no patégeno e ndo consegue identificar aqueles que sdo mais raros, 0 que
acaba produzindo anticorpos para os antigenos mais comum, que ao longo da infec¢do serdo eliminados e
promovendo a selecdo de antigenos raros. Isso permite sua disseminagdo e obrigando a montagem de uma
nova resposta especifica para estes novos antigenos, evitando a producédo de anticorpos especificos e com alta
afinidade (Bento et al., 1996 e Bermejo et al., 2011), o que impede uma resposta de linfécitos T (Padilha,
Simpson & Tarleton, 2009). Isso resulta em episodios alternados de aumento de parasitemia e sua subsequente
resolucdo quando novos variaveis antigénicas sdo selecionadas enquanto as antigas sdo combatidas, que apesar
de necessitar de validade experimental mais contundente, j& é uma estratégia observada em outros agentes
infeciosos (Pays et al., 2004) e o T. cruzi apresenta uma grande variedade de antigenos de superficie
encontradas em familia de multigenes altamente polimorficos (Buscaglia et a., 2002; Bartholomeu et al., 2009
e Dos Santos et al., 2012)

Devido ao fato de o T. cruzi ser um patégeno intracelular obrigatorio, a resposta mais eficaz contra
este tipo de patdgeno é aquela mediada por linfocitos T auxiliares do tipo Thl e linfocitos T citotdxicos, visto
que suas acoes alvejam a destruicdo de patdgenos que vivem e se replicam no interior das células. Ao infectar
celulas imunes como macrofagos e conseguirem sobreviver em seu interior devido a presenga de mecanismos
de escapes como evadir da fagocitose e conseguir se estabelecer no meio intracelular, seria necessario o auxilio
de linfécitos T CD4+ que reconhececem esse parasito no interior do macréfago infectado e assim o ativassem,
aumentando seu poder microbicida para poder aniquilar o patégeno persistente, estratégia utilizada quando ha
uma infeccdo persistente e a fagocitose ndo é suficiente para destruir o patégeno. Esse poder microbicida é
caracterizado pelos linfocitos T CD4+, que ao reconhecerem 0 antigeno apresentado no interior dos
macrofagos, induz nestes a producgdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), moléculas

altamente toxicas que serdo direcionadas para aniquilar o parasito
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Para que esses linfocitos T CD4+ possam ser ativados, mostrando que estdo sendo requisitados contra
um antigeno especifico, e subsequentemente diferenciado para o tipo Thl, h4d a necessidade, aléem da
apresentacdo de antigenos a essas células e concomitante co-estimulacéo, de producao de IL-12, a principal
citocina envolvida na inducéo da diferenciacédo e linfocitos T naive para T efetores em conjunto com outras,
com IFN-gama, principalmente por ocasionar a inibi¢éo da produgéo de citocinas envolvidas na diferenciacao
de Th2 como IL-4 (Seder et al., 1993). IL-12 é principalmente produzida por APCs, como macrofagos mas a
sua principal fonte sdo as DCs, que é estimulada pelo reconhecimento de uma ameaga. A producao de IL-12

é acentuada quando ha um coestimulo pelo IFN-y, uma al¢a positiva para potencializar essa agéo.

A maior fonte de IFN-y é proveniente de linfdcitos Thl efetores, porém em um momento incial da
infeccdo, essas células ainda ndo foram recrutadas, tampouco diferenciada para induzir a producdo desta
citocina, havendo a necessidade de uma fonte que secrete esta citocina previamente até uma producdo mais
robusta pelos linfocitos Thl. Assim induz a diferenciacdo completa de Thl e esta pronta para atuar auxiliando
células fagociticas, através da secrecdo macica de IFN-y, que em células como macréfagos, aumentando sua

acdo sobre o patogeno.

De fato foi mostrado que a infeccdo mediada pelo T. cruzi induz a producdo de IL-12 por macrofagos,
e que esta por sua vez, era capaz de estimular a producéo de IFN-y e também mostrou-se sua importancia
dentro do contexto da infeccdo em que inibindo a acdo de IL-12 isso gerava maior susceptibilidade dos
animais, mostrando maior parasitemia e mortalidade (Aliberti et al., 1996). Durante a fase aguda da doenca,
IFN-y era majoritariamente produzido por células NK, visto que sua delegdo fez tanto em modelos in vitro
como in vivo diminuiam drasticamente a mensuracdo dessa citocina além de tornar os animais que eram

resistentes ao parasito em susceptiveis (Cardillo et al., 1996).

Além disso, IFN-y também tem um papel crucial na contenc¢do do parasito, por induzir a producédo NO
a partir de L-arginina, destruindo o patdgeno no interior de macrofagos , tanto in vitro (Gazzinell et a., 1992)
como in vivo (Reed, 1988; Torrico et al., 1991; Vespa, Cunha e Silva, 1994). A atenuacdo de IFN- y acarreta
em aumento da parasitemia e da mortalidade (Reed, 1988 e Torrico et al., 1991). Reiterando a importancia de
IFN-y dentro da infeccéo, citocinas que inibiam sua agcdo como IL-10 (Silva et al., 1992) e TGF-B (Silva,

Twardzik & Reed, 1991) promoviam maior susceptibilidade ao parasito.

Foi constatado entdo que T. cruzi induzia a diferenciagdo de linfécitos em Thl e suas a¢Oes efetoras
auxiliavam no controle do parasito, como se tornado depois a principal fonte de IFN-y que pomovia a ativagdo
de macrdfagos (Silva et al., 1992 e Torrico et al, 1991) e também promoviam a mudanca de isotipo de

anticorpos para 1Gg2a e 1IgG1 em camundongos (Minoprio et al., 1986) e humanos (Morgan et al., 1996),
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respectivamente, que séo especializado em promover ativacdo de complemento e ospnizacdo, mostrando

caracteristicas nitidas de uma resposta Th1l.

Apesar da importancia inquestionavel dos linfécitos T CD4+ Th1 dentro da patologia, a sua a¢do acaba
sendo limitada devido as estratégias de escapes desenvolvidas pelo parasito. Como a principal funcdo dos
linfocitos T CD4+ Thl é produzir grandes quantidades de IFN-y que por sua vez tem a capacidade de ativar
macrofagos para destruir patdgenos persistentes (Munoz-Fernadez, Fernandez & Fresno, 1992), o T. cruzi
possui a habilidade de tolerar um ambiente altamente toxico desencadeado pela producdo de ROS e RNS, pois
este possui enzimas antioxidantes na sua superficie que conseguem neutralizar esses compostos como as
peroxidades e as superdxidos desmutases (SODs) e tornar o microambiente ameno para sua sobreveviéncia
(Pianceza et al., 2009).

Fora isso, 0 ambiente altamente oxidante criado na tentativa de aniquilar o patdgeno mostrou-se
benéfico para a replicacdo amastigotas nas células hospedeira, devido a essa condicdo favorecer a
disponibilidade de ferro que pode ser captado pelos amastigotas e assim induzir seu crescimento. Estudos em
que se utilizaram componentes capazes de impedir o ambiente oxidante em modelo de infeccdo tanto in vitro
como in vivo, mostrou reducdo drastica da replicacdo dessas formas intracelulares assim como diminuicdo da

parasitemia em tecidos de animais infectados (Paiva et al., 2012)

Os linfocitos T CD4+ Thl também teriam um papel primordial em ativar linfocitos T citotoxicos para
agirem contra células infectadas, o que foi comprovado sua funcéo devido ao fato de ndo haver deteccdo de
citotoxicidade com a deple¢do de linfécito TCD4+ Thl (Minoprio et al., 1991). Além disso, linfécitos T
citotoxicos seriam os principais atores envolvidos na imunopatologia da doenca de Chagas em que seriam o
tipo celular imune mais abundante nos tecidos afetados pelo patdégeno, sendo o principal responsavel pelos
processos inflamatorios desencadeados no tecido, porém os linfécitos T CD4+ teriam uma ac¢do indireta nesse

efeito, o que foi constatado ao ver que sua deplecdo diminui a inflamacéo desses tecidos (Tarleton et al., 1992)

13



[ )
. o
TLR2 mediated \ Trypanosoma cruzi ) 23 ,@
immunoreguiation Q . é_\x > é,
TLR7 and 9 O
immunoactivation NI Complement

Complement inactivati
Dendritic cells e '

Exploit ROS for
amastigote burden
TLR2, 7 and 9

mediated

= : . Macrophages
immunoactivation P &

\%‘

CD8" T celis Mammalian
Delayed immune response nucleated cell
Immunodominance B cells Invasion of non-phagocytic cel

Polyclonal B-cell activation Survival inside phagolysosome
Antibodies with no 7. cruz/ Escape from the
specificity phagolysosome to the cytosol

Anti-T. crurzi antibodies

Figura 4: Resumo de mecanismos de evasdo do T. cruzi da imunidade do hospedeiro. Em verde
representado mecanismos com efeito protetivo para o hospedeiro, enquanto em vermelho, mecanismos

que auxiliam na evasao do patégeno (Cardoso, Reis-Cunha e Bartholomeu, 2016).

1.4. CELULAS DENDRITICAS: APCS MEDIADORAS ENTRE A RESPOSTA IMUNE
INATA E ADQUIRIDA

O sistema imune é composto por diversos tipos celulares com funcdes distintas que podem ser
separados em grupos dependendo dos mecanismos que sdo utilizados por esses para auxiliar na iniciacdo do
processo imunoldgico ou para cessa-lo. Entre esses grupos, ha um que abarca células especializadas em
capturar, processar e apresentar antigenos as células do sistema imune adquirido, além de fornecer a
sinalizacdo necessaria para induzir diferenciacéo e divisdo de células especializadas da imunidade adquirida,
os linfécitos, para que estes por sua vez, ao reconhecerem um antigeno, e assim consiga montar uma resposta
adequada e especifica frente aquele agente infeccioso. Essas células sdo denominadas células apresentadoras
de antigenos (APCs) e, portanto, sdo consideradas cruciais para ligar a imunidade inata a adquirida (Beutler,
2004; Medzhitov & Janeway, 2000 e Lipscomb & Masten, 2002).

Dentre os varios tipos de APCs podemos dar énfase as células dendriticas (DCs).Essa linhagem se
destaca dentro das demais APCs por possuir grande plasticidade fenotipica, apresentar ampla distribuicdo
anatdmica ao longo do organismo, sendo encontrada tanto em tecidos periféricos como nao periféricos
(Banchereau et al., 2000), por possuirem uma alta especializacdo para captar antigenos e grande eficiéncia na
sua apresentacao. Além disso, é o Unico tipo celular que possui a capacidade de realizar apresentagdo-cruzada,

mas a sua maior caracteristica é notoriamente a sua habilidade migratoria, que ao capturar um antigeno e
14



induzida por este, se torna apta a migrar através dos vasos linfaticos do sitio de infeccdo até os 6rgaos linfoides
secundarios, como os linfonodos, onde encontram células especificas do sistema imune adquirido, como
linfocitos T e la os apresentam esses antigenos (Lipscomb e Masten, 2002, Banchereau & Steinman, 1998 e
Banchereau et al, 2000)

Macroéfagos e linfocitos B também possuem fungdo de APCs, entretanto, essas apresentam antigenos
e ativam majoritariamente linfocitos T CD4+ efetores, que foram previamente ativados, enquanto as DCs
possuem a capacidade de ativar linfocitos T virgens, que nunca foram ativados previamente (Wakim et al.,
2008; Celli et al., 2012; Choi et al., 2009; Lindquist et al., 2004). As DCs sdo, portanto, o principal tipo celular
capaz de induzir uma resposta imune primaria e estabelecer uma resposta de memoria mais tardiamente
(Banchereau et al., 2000).

A funcdo principal entdo desse tipo celular € funcionar como sentinelas do organismo, sensoriando o
ambiente em que se encontram e detectar quando ha uma quebra da homeostasia, onde essas células possuem
aptiddo para ler, interpretar, traduzir e enviar esses sinais captados aos linfdcitos sendo responsaveis por o0s
ativar e os diferenciar para efetivarem a resposta mais adequada frente aquela ameaca. Caso ndo haja quebra
de homeostasia, as DCs também sdo responsaveis por manter essa condi¢do, apresentando antigenos autélogos
para induzir tolerancia nos mesmo linfocitos (Matzinger, 1994; Banchereau & Steinman, 1998, Banchereau et
al., 2000, Lipscomb & Masten, 2002,Kapsenberg, 2003).

Quanto a grande plasticidade fenotipica, caracteriza-se por exercer papéis distintos e especificos
quando estas se apresentam em sua fase imatura e apds essas sofrerem maturacao, que é acarretado devido a
exposicao a antigenos ou mediadores inflamatdrios (Lipscomb e Masten, 2002 e em Banchereau & Steinman,
1998). Isso s6 é possivel gracas a uma regulacéo eficiente e fina que ndo esta so ligada a iniciar uma resposta
imune, mas € responsavel também em promover um ambiente regulatdrio, e assim reestabelecer a homeostasia
e também promover autotolerancia, o que é crucial para evitar anomalias do sistema imune. (Hawiger et al.,

2001 e Steinman, Hawiger & Nussenzweig, 2003)

Assim, DCs imaturas (iDCs) sdo especializadas em detectar e captar antigenos no local onde residem
ou que foram recrutadas. Apos capturar antigenos potencialmente danosos, no caso devido a uma invasdo por
agente patogénico, e sob acdo de mediadores pro-inflamatérios produzidos pelas células locais do tecido
(Kapsenberg, 2003), é engatilhada nessas células um processo de maturagao, o que ocasiona uma modulacao
em seu fendtipo para se tornarem células especializadas em processar e apresentar esses antigenos e irdo se
tornar aptas a ativar linfocitos. Isso entdo permitirda a montagem de uma resposta adequada frente aquele

antigeno (Guermonprez et al., 2002).

Se houver deteccdo de um antigeno ndo danoso, como um endogeno, essas células ndo sofrem

maturacao, e consequentemente, ndo se encontram aptas a ativar linfocitos. Ao invés disso, acaba induzindo
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anergia nessas células, as tornando ndo responsivas contra aquele antigeno e mantendo uma resposta inativa.
Portanto sua maturacéo é crucial para ligar a resposta inata a resposta adaptativa (Dhodapkar et al., 2001 e
Steinman, 2012)
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Figura 5: Fendtipos caracteristicos de DCs no seu estado imaturo (iDCs) e maduro (mDCs), tanto
condicionadas a induzir uma modulacgao de resposta para o tipo 1 (Thl), quanto para o tipo 2 (Th2) e

seus rescpctivos fatores que podem influenciar o seu condicionamento (Lipscomb e Masten, 2002).
15. RESPOSTA DAS DCS CONTRA PATOGENOS E/OU SEUS COMPONENTES.

Tendo em vista que as DCs sdo as células responsaveis por ligar a imunidade inata a adquirida, a forma
como essas reconhecem o patdgeno e a sinalizacdo desencadeada por este do microambiente que as rodeiam,
é determinante para influenciar sua maturacdo completa, os tipos de moléculas co-estimulatdrias expressas e
o tipo de citocinas produzidas. Esses fatores entdo séo decisivos para influenciar o tipo de polarizacdo que sera

induzida em linfocitos T (Kapsenberg, 2003).

Geralmente a ativacdo de TLR4 de DCs por LPS esté associada a uma polarizacdo para o tipo Thl pela
producdo de IL-12, dependendo da dosagem, do tempo e do tecido onde se encontra (Langekamp et al., 2000;
Puledran et al., 2001 e Boonstra et al., 2003).
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J& foi visto que inducdo do heterodimero TLR2-TLR1 por um polipeptideo de Mycobacterium
tuberculosis induz menos produgdo de IL-12 por DCs quando comparado com TLR4 por LPS (Thoma-
Usynski, Stenger & Modlin, 2000) e que inducéo de TLR2 induzia a expressdo de RNAm referente subunidade
IL-12p40, porém ndo a de IL12p35 (Re & Strominger, 2001), assim como também pode induzir a
diferenciacdo de linfdcitos Th1 através da ativacdo de TLR2 por extratos de micobactéria (Yoshimura et al.,
1999).

Jé& a ativacdo do heterodimero TLR2-TLR6 por lipopolipetideos de micobactéria, induz a producéao
pouco ou ndo induz de IL-12 e sim de IL-10, ndo polarizando linfécitos em uma resposta especifica, assim
como também induz pouca producéo de IL-12 e muito de IL-10 (Re & Strominger, 2001 e Qi, Dennign &
Soong, 2003 e Weigt et al., 2003). Foi visto também que ha inducéo de I1L-10 dependente de TLR2 ocasionado
pela infeccdo com Schistosoma mansoni, o que é sustentando pelos componentes deste patégeno, como
lisofosfatidilserina induzem um comportamento regulatério de DCs (van der Kleji et al., 2002).

Mas o reconhecimento por outros PRRs também pode desencader a producdo de 1L-10, como or
econhcimento por meio de dectina 1 (Gantner et al., 2003) e DC-SIGN (Cambi et al., 2003). Esses resultados
em conjunto quebram o paradigma de que DCs sempre sob estimulo de TLRs irdo desencadear respostas Thl
(Kapsenberg, 2003)

Referente a ativacdo por TLR7 (Ito et al., 2002 e Lee et al., 2003) e de TLR9 (Hemmi et al., 2000 e
Krug et al, 2001) por seus ligantes geralmente induz a produgdo de interferons do tipo | e desenvolvimento de
atividade antiviral, sustentando uma resposta Th1, mediada pela producéo de IL-12 e IFN-a, dependendo do

subtipo de DC, ou seja favorecendo diferenciacdo de linfocitos para Thi.

O reconhecimento de componentes oriundos de patégenos pelos PRRs acabam induzindo as DCs a
produzirem mediadores, como citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimulatérias que influenciam na sua
modulacéo, e consequentemente, na sua capacidade de induzir respostas distintas, assim como também outros
fatores produzidos por outras células em contato com o mesmo agente, portanto esses fatores irdo ser decisivos

para direcionar o condicionamento das DCs.

Os mediadores que estdo envolvidos em definir o curso para Thl devido a modulacdo de DCs
diretamente, sdo interferons do tipo | (Luft et al., 2002) e IFN-y (Vieira et al., 2000). IFN do tipo | geralmente
sdo induzidos pela ativacdo de TLR3, 4, 7 e 9, principalmente sob infeccdo viral, acarretando também na
producdo de IL-12 (Doyle et al., 2002), enquanto ativacdo de TLR2 esta associado ao desenvolvimento desse
tipo de resposta sob infeccdo por Mycobateria spp e Salmonella spp (Jouanguy et al., 1999).

Apesar das comprovacdes de DCs serem capazes de induzir Th2, ainda permanece obscuro que tipo de
PRRs (principalmente TLRs, que sé&o mais estudados) estdo relacionados com a inducéo de polarizagéo para

Th2. O que se pode notar € que a auséncia de MyD88 em animais inoculados com LPS acabou desenvolvendo
17



uma resposta Th2, ao invés de uma Th1l como € comumente observada, em que também néo foi observado
aumento de IL-4 (Kaisho et al., 2002) mostrando que independente do TLR ativado pelos componentes do
patogeno, a proteina acopladora que se liga a esses teria um papel primordial em ditar o perfil de citocinas que

seria produzido pelas DCs e a consequente diferenciacdo de linfocitos que ocasionaria.

Ja alguns patdgenos podem induzir uma resposta regulatéria em DCs, o que pode ter um efeito
paradoxal: promove tanto a sobrevivéncia e o estabelecimento desse agente, como também representa uma
estratégia crucial do hospedeiro para amenizar a resposta frente a uma infeccéo a fim de evitar dano tecidual
demasiado e poder acarretar em uma patologia ou ser letal ao hospedeiro.

Entre os fatores induzidos pelas DCs ou pelo microambiente pelo sensoriamento de PAMPs ligado a
polarizacdo para Th2, estdo histamina (Caron et a., 2001), prostaglandina E2 (Kalinski et al., 1998) e
quimiocinas como CCL2, CCL7, CCL8 e CCL13 (Braun, Lahey & Kelsall, 2000). A expressdo da molécula
co-estimulatéria OX40L também ja foi mostrada como induzir a polarizacdo para esse tipo de resposta devido
ao estimulo de produzir IL-4 (Oshima et al., 1998).

Alguns agentes sdo conhecidos por induzir esse tipo de resposta como estratégias de evasdo da
imunidade para promover uma infecgdo prdospera e esses podem se utilizar de dois tipos de mecanismos: tanto
impedindo a maturacdo de DCs (que como foi visto anteriormente, a maturacdo de DCs é uma carateristica
fundamental para adquirir capacidade ativar a resposta adaptativa), como permitindo sua maturacdo, porém a
manipulando para induzir a expressdo de mediadores anti-inflamtorios e assim favorecer a ativagdo de

linfocitos regulatorios (Treg).

Entre aqueles agentes infecciosos que utilizam a primeira estratégia, Plasmodium falciparum (Urban
& Roberts, 2002), Mycobacteria spp (Taileux et al., 2003 e Geijtenbeek et al., 2003), hepatite C (Dolganiuc
et al), herpes virus (Salio et al., 1999) e citomegalovirus (Moutaftsi et al., 2002), 0s quais possuem mecanismos
que impedem a maturacdo completa de DCs, através do reconhecimento de seus componentes por uma gama

muito variavel de PRRs.

Agora patdégenos como Bordetella pertussi (McGurk, McCann & Millis, 2002) e S. mansoni (van der
Kleji et al., 2002) induzem DCs que ativam linfécitos Treg, além da Candida albicans que é capaz expandir
essa populagédo induzindo a producéo de IL-10 pelas DCs (Montagnoli et al., 2002).

Além de IL-10 (Steinbrink et al., 1997), outro fator que esté ligado a inducdo de DCs para prejudicarem
sua maturacdo ou induzirem seu comportamento regulatério ¢ o TGF-B (Sato et al., 2003) e moléculas
inibitdrias expressas pelas DCs juntamente com o complexo MHC-peptideos, como CTLA4, PD1, PD2L
(Kapsenberg, 2003).
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Figura 6: Diferenciagdo de DCs induzido pelo reconhecimento de PAMPé é'fatores envolvidos no

microambiente da infeccdo e consequente producdo de mediadores pelas DCs que sdo responsaveis
por porlarizagdes de resposta distintas de linfocitos (Thl, Th2 e Treg) (Kapsenberg, 2003).

1.6. CONTEXTO ATUAL.

As informacg6es que temos atualmente a respeito das respostas que o T. cruzi pode induzir em DCs
humanas sdo muito escassas. A imensa maioria de dados que disponibilizamos hoje sdo de modelos murinos
(Gil-Jaramillo et al., 2016), ndo representando com fidelidade o que é observado no ser humano e nédo
abarcando a diversidade genética observada em uma populacao tdo heterogénea. Recentemente nosso grupo
publicou uma revisao ressaltando essa deficiéncia de estudos e a dificuldade de se trabalhar com um arcabouco

tdo fragil e um resumo do que se tem de conhecimento sobre essa interacdo é sintetizada na figura 7.

Brevemente, o que se sabe até 0 momento sobre a imunidade de DCs estimuladas pelo contato com T.
cruzi, € que as respostas podem ser bem discrepantes quando se leva em considerag&o o tipo de cepa estudada
(Zingales et al, 2009) e o diferencas genéticas do individuo (Marinho et al., 2004 e Freitas et al., 2009). De
forma geral, cepas que possuem alta viruléncia, sdo capazes de provocar uma modula¢do nas DCs do
hospedeiro, proporcionado eventos que diminuam seu reconhecimento e apresentacdo de antigenos, e
consequentemente, a ativacao de linfécitos T. 1sso € ocasionado principalmente pelo patdgenos induzirem uma
diminuicdo de MHC tanto de classe | como de classe 11 expressos nas DCs, assim também como a indugéo de
expressdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B, gerando assim uma tolerancia ao parasito
através da inducdo de linfocitos T regulatério, o que auxilia no desenvolvimento de uma patologia e
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estabelecimento de uma fase crbnica. Ja cepas menos virulentas sdo capazes de provocar uma resposta eficaz
frente a esses agentes, caracterizada pelo aumento de expressdo de MHC | e Il e também de citocinas pro-
inflamatdria importantes, como IL-6, IL-8 e TNF, responsaveis pela inducdo inicial de um processo
inflamatdrio, assim como aumento de IL-12, citocina indispensavel para acarretar a diferenciacdo em Thl,

resposta mais eficaz contra este tipo de patégeno (Gil-Jaramillo et al., 2016)
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Figura 7. Tipos de modulacédo de respostas induzidas por diferentes cepas de T. cruzi em DCs, por
permitirem ou manipularem sua maturacdo, e consequentemente, influenciarem no tipo de respostas

que essas irdo induzir nos linfocitos T. (Gil-Jaramillo et al., 2016).

Tendo em vista que a resposta imune do hospedeiro desencadeada contra o T. cruzi na fase aguda da
doenca é determinante para proporcionar tanto o controle do agente infeccioso, quanto promover o seu
estabelecimento, os eventos que ocorrem nessa fase sao cruciais para ditar o fluxo da patologia. Isso pode ser
observado na diversidade de quadros clinicos apresentados pelos individuos infectados e explicar como a
maioria dos casos da fase aguda passam para uma indeterminada enquanto uma parcela desenvolve uma fase
crénica em que apresenta as formas mais graves da doenga. Uma explicacdo a cerca dessa discrepancia de
manifestacdes apresentadas pode ser explicada tanto pelas diferengas genéticas de cada hospedeiro, como é
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visto na clinica e também experimentalmente (Marinho et al., 2004 e Freitas et al., 2009), como também o tipo
de cepa do parasito que estd causando a infeccdo (Zingales et al, 2009), onde possui diferengas nitidas entre

0S grupos geneticamente.

As respostas geradas contra o parasito no inicio da infeccdo podem ser fundamentais para decidir o
rumo da patologia. Analisando a expressdo génica atraves da abundancia dos transcritos induzidos no
hospedeiro pelo patdgeno pode trazer informagdes valiosas a respeito do que é modulado durante essa
interacdo. Entdo, pensando nisso, nosso grupo desenvolveu previamente um transcriptoma da interacdo de
células dendriticas humanas proveniente de 3 doadores saudaveis com as formas infectivas do T. cruzi depois
de um periodo de 12h, com o intuito de simular a primeira interacdo entre patdégeno-hospedeiro e assim
determinar a modulagéo engatilhada.

Foi observado que o parasito foi capaz de modular a expressao génica das células hospedeiras, pois
apos interacdo, onde foi visto 1183 genes diferencialmente expressos (DEGs) no doador A, 1138 no doador B
e 3918 no doador C, conforme mostrado na figura 8, quando comparados células controles com infectados.

Assim, foi obtido entdo uma andlise preliminar da expressdo génica que era induzida nesse tipo celular
pelo parasito estudado, servindo como subsidio para um estudo mais aprofundado em cima da expressdo
génica que foi induzida neste contato. Nosso proximo passo seria averiguar se realmente os genes que foram
mostrados como diferencialmente expressos condizem quando avaliamos sua expressdo através de outra
técnica, como a RT-qPCR e assim poder valida-los, comprovando que estes tiveram sua expressao alterada
pela infeccdo e sdo bons candidatos para estudos posteriores e assim servirem como base para entender melhor

a imunopatologia envolvida na infecgdo
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Figura 8. Andlise transcriptémica de interacdo de DCs humanas de 3 doadores (A, B e C) com formas

infectivas de T. cruzi, comparando condicGes infectadas (Al, Bl e Cl) e condi¢bes controles (AC, BC e

CC) (Gil-Jaramilo, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas representa hoje uma grande ameaca a qualidade de vida das pessoas enfermas e
um grande problema de salde a nivel global. E indiscutivel a importancia das respostas imunes frente a esse
patdgeno e seu papel determinante no desenvolvimento da doenca, onde as células dendriticas possuem uma

funcdo fundamental em promover essas respostas.

Levando em consideracdo o fato da imensa maioria dos estudos hoje disponiveis se restringirem a
modelos murinos (Gil-Jaramillo et al., 2016), ha uma necessidade urgente de se promover estudos em células
humanas e a resposta que é induzida nessas pelo parasito a fim de se alcancar um entendimento mais amplo e
profundo a respeito da patologia, e assim futuramente, servirem como subsidio base desenvolvimento de

tratamentos especificos e eficazes, visando amenizar ou aniquilar os efeitos adversos.

A andlise de genes diferencialmente expressos induzidos pela infec¢do pelo T. cruzi em DCs humanas
permite a garimpagem de genes que tenham um papel relevante dentro da patologia e assim permitir a

descoberta de como esses genes se relacionam com a resposta imune frente ao patdgeno.

Este estudo, ao recriar o primeiro momento em que o patdgeno interage com as DCs do hospedeiro
mamifero, ira averiguar qual a resposta que o parasito induz nessas células e assim servird como base para
entender como a infeccdo podera ser controlada ou como se estabelece a patologia em diferentes individuos e

assim ditara o destino da doenca na fase aguda e se ird ocorrer o desenvolvimento de uma fase crénica.
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3. OBJETIVO

Este estudo visa avaliar a interacdo ap6s 12h, in vitro, entre DCs humanas derivadas de mondcitos e as
formas tripomastigotas metaciclicas da cepa CL Brener T. cruzi garimpando genes relevantes para serem
estudados mais profundamente, e assim, validar genes diferencialmente expressos (DEGs) detectados no
transcriptoma.e também avaliando se a expressdo de proteinas correspondentes pela mensuracao de citocinas

apos infeccéo.
3.1. ETAPAS:
Para o objetivo principal deste trabalho ser alcancado, serdo realizadas as seguintes etapas

3.1.1. Confirmacdo de diferenciacao eficiente das DCs a partir dos monadcitos para garantir condicdes
similares as realizadas durante a execucdo do transcriptoma, a fim de garantir veracidade e confiabilidade nos
dados fornecidos. Para garantir esse controle de qualidade seré realizado no inicio e ao longo do curso das

infeccdes:

a) Confirmacao de que pacientes ndo estavam infectados previamente com o patégeno em estudo;
b) Constatacdo de que metodo utilizado para obtencdo dos mondcitos esta apto a fornecer uma
amostra com alto grau de pureza a fim de obter uma populacdo homogénea;

C) Validacdo de que DCs se diferenciaram eficientemente de mondcitos.

3.1.2. Verificacdo da cepa correta do parasito correto e diferenciacdo satisfatoria para formas
infectivas para a realizacdo de infeccdes.
a) Verificacao de uso da cepa correta durante as infecgoes;
b) Avaliacdo da eficiéncia de obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas.
3.1.3. Escolha dos DEGs para validagéo por RT- gPCR e desenho de iniciadores para 0S mesmos.

3.1.4. Validacdo de genes por qPCR: estabelecimento de etapas para pradonizagao da técnica em nosso

laboratorio.
a) Teste de eficiéncia de iniciadores encomendados;
b) Montagem de estratégia para validacao;
c) Definicao de quantidade de RNA utilizadas para cada reagéo;
d) Verificagdo da integridade do material usado;
e) Analise dos DEGs dentro dos doadores.

3.1.5. Analise de expressdo a nivel de proteinas atraves de mensuragéo de citocinas
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4. METODOLOGIA
4.1. MANUTENCAO DO PARASITO

Parasitos Trypanosoma cruzi da cepa CL Brener foram cultivados em sua forma epimastigota em meio
Liver Infusion Triptose (LIT) (Camargo, 1964), pH 7,3, suplementads com 5% de soro fetal bovino (SFB) e
0,1 ng/mL de gentamicina e incubados a 28 °C para simular as condi¢des do estbmago dos insetos vetores. O
uso da cepa preterida foi confirmado pela detec¢do de sequéncias correspondentes as anotagdes de genes
exclusivos de CL Brener detectados posteriormente no transcriptoma.

4.2. METACICLOGENESE

Os epimastigotas eram entdo coletados no final da fase estacionaria e cultivados em meio Triatomine
Artificial Urine (TAU) (190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl», 2 mM CacCl,, 0.035% carbonato de sédio,
8 mM fosfato, pH 6,9) por 2 horas a 28 °C com a garrafa de cultura em posicdo horizontal para permitir a
adesdo dos parasitos (Bonaldo et al., 1988). O meio TAU simula a urina do inseto vetor que é pobremente
nutritivo com o intuito de causar um estresse nutricional no parasito e induzir sua metaciclogénese (Camargo,
1964). Apos esse periodo o meio TAU foi substituido por TAU3BAAG (meio TAU com adi¢do de 10 mM L-
prolina, 50 mM L-glutamato de sddio, 2 mM L-aspartato de sddio e 10 mM glicose) de acordo com o
protocolo estabelecido por Contreras et al, 1985b e aperfeicoado por Goldenberg et al., 1987. Parasitos foram
cultivados por 6 dias a 28 °C para induzir sua diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos (TMs) e ap0s
esse periodo foram coletados e incubados em SFB ativo para lisar formas epimastigotas remanescentes
(Canavaci et al., 2010). Depois os TMs foram recuperados e lavados trés vezes para retirada do soro e posterior
uso na infeccdo. A taxa de metaciclogénese foi aferida por coloracdo com pandtico (NewProv), para
determinar localizacdo do nicleo e cinetoplasto e discernir entre duas formas e contagem dos TMs dentro da
populacao total sob microscopia éptica.

4.3. OBTENCAO E PURIFICACAO DE MONOCITOS

A coleta de sangue foi feita em concordancia com as normas do comité de ética brasileiro e apds
assinatura de termo de consentimento pelos doadores. Foram realizados testes para descartar infec¢éo prévia
pelo T. cruzi dos doadores usados no estudo através de deteccdo de sequéncia TcZ do parasito por PCR. Para
as infeccGes foram coletados cerca de 80-100 mL de sangue em tubos heparinizados de 3 doadores saudaveis,
a fim de evitar sua coagulagéo e as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas e
coletadas da nuvem presente através de gradiente de separacdo por Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). As
PBMCs em seguida foram lavadas do Ficoll, contadas e incubadas com anticorpos e tampao MACs (PBS pH
7,2 contendo 0,5% de BSA e 2 mM de EDTA) para CD14 conjugados com beads magnéticas por 20 min a
4°C, usando o kit CD14 Microbeads Human (Miltenyi Biotec) para obtencdo dos mondcitos (CD14+),
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precursores de DCs (Ebstein et a., 2009). As células entdo foram introduzidas em colunas acopladas um campo
magnético para eluicdo de células CD14- apds 3 lavagens com tampdo MACs para obtencdo da fracéo
negativa. Apos as lavagens, foi inserida 1 mL de tampado MACs a coluna, que foi desagregada do campo
magnético e pressurizada com um embolo para obtencdo nos mondcitos na fracdo positiva. Os mondcitos

recuperados foram posteriormente contados usando a técnica de excluso por azul de tripan 0,4%.
4.4. DIFERENCIACAO DE MONOCITOS EM DCS

Os monacitos recuperados na fracdo positiva da separacdo magnetica entdo foram cultivados em uma
proporcao de 5x10° células em meio RPMI (Gibco) suplementado com 10% de SFB (Gibco) inativado, 0,15
ug/mL de gentamicina com adi¢cdo de 0,05 ug/mL de GM-CSF (Peprotech) para induzir a diferenciacdo em
DCs (Witmer-Pack et al., 1987) e 0,16 ug/mL de IL-4 (Peprotech) para auxiliar na sua geracdo e impedir a
diferenciacdo em macrdfagos por 7 dias a 37 °C e 5%CO3, seguindo protocolo estabelecido por Sallusto e
Lanzavecchia, 1994. Foram descartados 150 uL e adicdo 200 uL de meio novo a cada 3 dias para manter

células sob estimulo das citocinas.

A diferenciacdo de DCs a partir dos mondcitos foi determinada pela expressao de algumas moléculas
de superficie como (LN3 clone), CD1a (SK9 clone) and CD14 (61D3) conjugado com ficoeritrina (PE) através
de citometria de fluxo realizada no FACs Verse (BD Bioscience). Células foram blogueadas com tampéo
FACs por 20 min a 4 °C e depois desse periodo incubadas com os respectivos anticorpos conjugados com PE
por 30 min, também a 4 °C. Depois disso, anticorpos que nao se ligaram foram lavados e as células foram
novamente ressuspendidas em tamp&o FACs para analise no citbmetro, utilizando o programa FACsuite (BD

Bioscience).
4.5. INFECCAO DE DCS COM TMS

Apos 7 dias de diferenciacdo de DCs, células foram coletadas e plaqueadas em uma densidade de 5x10°
DCs por poco e infectadas com TMs na propor¢do de 10TMs: 1 DC e incubadas a 37 °C, 5%CO; por 12 h.
Apds esse periodo, células controles e infectadas foram lavadas e contadas pela técnica de exclusdo de azul de

tripan 0,4% e as amostras foram direcionadas para suas respectivas analises.
4.6. TAXA DE INFECCAO

A porcentagem de DCs infectadas pelos TMs foi aferida através de confec¢do de laminas mediante
cytospin a 400 g por 5 min, utilizando em média 1x10° células. Apos esse processo, as laminas foram coradas
com panotico e um total de 300 células foram contadas sob microscopia optica em cada condi¢do de cada
doador a fim de determinar a quantidade de células infectadas e o numero de formas intracelulares do parasito

(amastigotas) haviam nas DCs apds o periodo de 12 h.
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4.7. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Apos a infeccdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80 °C até analises posteriores.
Foi realizado a mensuracdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF e IFN-y, pelo ensaio baseado
em beads (CBA) usando o kit human inflammatory cytokines e Th1/Th2/Th17 cytokines (BD Bioscience) e
através de citometria de fluxo utilizando FACs Verse (BD Bioscience) (Chen et al., 1999) segundo
recomendacdes do fabricante. Esta metodologia permite a deteccdo e mensuracdo de diversos tipos de
moléculas solUveis no sobrenadante provenientes de uma mesma amostra, reduzindo a quantidade de
sobrenadante necessério para analisar as diferentes citocinas, reduzindo a quantidade de material necessario e
de tempo na execucdo da analise, diferente do que acontece utilizando o método de ELISA (Horan &
Wheeless, 1977, McHugh, 1994 e Fulton et al., 1997 e Carson & Vignali, 1999). Resultado de todas as

amostras foram normalizadas para a mesma quantidade de células.
4.8. EXTRACAO DE RNA

As aliquotas de DCs destinadas para extracdo de RNA foram lisadas e incubadas usando o reagente
Trizol (Ambion) e armazenadas a -80 °C até a extracdo. O reagente contém solucdo de fenol e guanidina
isotiocinato (Chomczynski & Sacchi, 1987), permitindo lise das células e simultdnea protecdo contra
degradacdo de RNA devido as propriedades de inibicdo de ribonucleases. DCs infectadas por 12 h e controle
foram coletadas e RNA foi extraido utilizando o reagente Trizol (Ambion) seguindo as recomendacfes do
fabricante. Brevemente, foi adicionado cloroférmio na propor¢do de 1:5 de Trizol, centrifugado a 12.000 g
por 15 min para separacdo da fase aquosa, interfase e fase orgénica e fase aquosa foi coletada e RNA
precipitado com isopropanol 100% a 12.000 g por 10 min e depois o sedimento foi lavado com etanol 75% a

7.500 g por 5 min e o material ressuspendido em dgua RNAse free.
4.9. ANALISE DE INTEGRIDADE DE RNA

A integridade do RNA adquirido foi aferida por mensuracdo das bandas, velocidade de migracao e
razdo referentes as subunidades 28S e 18S do ribossomo através do bioanalyzer (Agilent Technologies) em
que foi atribuido um namero de integridade de RNA (RIN). Amostras tiveram um RIN abaixo de 6 foram

descartadas das analises posteriores (Schroeder et al., 2006)
4.10. ESCOLHA DE GENES PARA VALIDACAO A PARTIR DE DEGS

Apos realizacdo de transcriptoma e filtragem dos genes diferencialmente expressos (DEGS) entre as
condigdes infectadas e controle nos 3 doadores, foi escolhido alguns dentre estes para validacdo. Os genes
foram selecionados dentre aqueles que apresentaram um valor de p ajustado (padj) <0,01, que apresentaram
log2 fold change >2. Dentre estes, foi feito uma analise de enriquecimento a fim de identificar o componente

celular, fung@o molecular e processo biologico que cada um destes genes estavam envolvidos mediante analise
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na plataforma de bioinforméatica Gene Ontology (GO) (http://www.geneontology.org/). Também foi

verificado quais os tecidos que haviam maior expressao desses genes para analisar se estavam sendo expressos
em tecidos de interesse feitos neste estudo por intermédio da plataforma Bio GPS

(http://biogps.org/#goto=welcome). Posteriormente, foi verificado se esses genes condificavam proteinas e

quantidade de transcritos que poderiam ser gerados. Por questdo de viabilidade técnica, foi escolhido genes
que possuiam de 1 até 3 transcritos, assim como As sequéncias referente aos éxons de cada gene também
foram analisadas para verificar a possibilidade do desenhos de iniciadores, utilizando a plataforma Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html). Apos escolha do par de iniciadores que atendiam todos os critérios

acima citados, foi analisado a possibilidade off targets através do programa Blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para avaliar a chance dos iniciadores desenhados se anelarem em

outro local que nédo seja de interesse
4.11. RT-QPCR

A validacdo dos genes foi aferida através de RT-qPCR utilizando 0 GoTaq 2-step RT-gPCR system
(Promega) seguindo o protocolo recomendando pelo fabricante e as condi¢Ges padrbes para PCR , utilizando
a metodologia do SYBR green para detec¢cdo e mensuracao das fitas duplas de DNA, usando o termociclador
StepOne plus real-time PCR system (Applied Biosystem) e o programa para anélise StepOne software v2.3
(Applied Biosystem)

4.12. DESENHO DE INICIADORES E VALIDACAO DE INICIADORES E QPCR

Os iniciadores foram desenhados no primer blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/iniciador-

blast/index.cqi?LINK_LOC=BlastHome) para seguir 0s seguintes critérios: estarem entre o tamanho de 18 a

25 nucleotideos, possuirem entre 50 e 60% de Guanina e citosina e apresentarem Tm étimo de 60 °C, com 3
°C de diferenca maxima entre os dois iniciadores componentes do par e anelarem em juncdes éxon-éxon a fim
de evitar amplificacGes falso-positivas do DNA gendmico, ndo refletindo o nivel de mRNA. Os amplicons
que foram gerados pelos pares de iniciadores possuiam tamanhos entre 50-250 bp, de acordo com o

recomendado pelos protocolos dos kits adquiridos para RT-qPCR.

cDNA foi sintetizado a partir de RNA proveniente da infec¢do de DCs e amplificado pelo kit GoTaq
2 Step RT gPCR System (Promega) usando o StepOnePlus real-time PCR system (Applied Biosystem), em
que no primeiro passo 0 RNA referente as infecgdes foi convertido em cDNA por transcricao reversa por 1 h
a 42 °C, usando iniciadores oligo d(T) para se anelar a cauda poli-A e assim permitir um enriquecimento de
RNA mensageiro (MRNA) e no segundo passo efetuou-se a PCR para o alvo desejado utilizando o SYBR
green para deteccdo das fitas duplas de DNA e leitura de fluorescéncia pelo aparelho. Foram usadas as
condigdes padrdes para realizagdo da PCR : 95 °C por 2 min para ativacdo da DNA polimerase e para cada

ciclo 95 °C por 15 s para desnaturacao seguido de 1 min a 60 °C de extensdo.
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Foram realizados testes com os pares de iniciadores encomendados para atestar a eficiéncia obtida por
uma curva padréo usando 4 ou 5 dilui¢Ges de cDNA . Apenas os pares de iniciadores que obtiveram eficiéncia
>90% foram selecionados para a validacdo dos DEGs obtidos no transcriptoma para teste de validacao
mediante RT-qPCR.
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5. RESULTADOS
5.1. AVALIACAO DE INFECCAO PREVIA POR T. CRUZI DOS DOADORES

Para confirmar que os doadores utilizados no estudo ndo estavam infectados previamente pelo
protozoario causador da doenca de Chagas e garantir que células coletadas e diferenciadas do sangue desses
estavam entrando em contato pela primeira vez com o parasito, foi realizado coleta de sangue dos doadores,

obtencdo de PBMCs e extracdo de DNA dessas células.

Ap0s obtencdo do DNA de cada doador, foi realizado uma PCR para amplificacdo de uma sequéncia
de 188 bp proveniente de uma regido repetitiva de mini satélite de DNA nuclear exclusiva de T. cruzi,(Moser,
Kirchhoff e Donelson, 1989) denominado TcZ. Como controle positivo foi utilizado o DNA extraido de
PBMCs de um paciente chagasico, (cedido gentilmente pela professora Nadjar Nitz, do laboratério
Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Medicina, UnB). Houve amplificacdo da regido TcZ no
tamanho do amplicon esperado na amostra proveniente do paciente e também do DNA genémico proveniente
de T. cruzi da cepa CL Brener, enquanto nada foi visto nas reacdes referentes ao DNA dos 3 doadores
utilizados neste estudo, apresentado na figura 9. Bandas ndo esperadas de serem visualizadas pode ser artefatos
de PCR, devido aos primers se anelarem em regides repetitivas.

FIGURA 9. Doadores ndo apresentaram infeccéo prévia
pelo T. cruzi. Resultado de PCR feita para amplificacdo de
regido de TcZ de T. cruzi , com cerca de 188 bp, em DNA
de doadores referente ao doador A (A), doador B (B),
doador C (C) e paciente chagasico 406 (P) e de T. cruzi (T)
visualizado em gel de Agarose 2,5%. Marcador molecular
de 20 bp (MW)

5.2. CONFIRMACAO DE USO DE CEPA CL BRENER NOS ENSAIOS

Visando garantir que a cepa de T. cruzi utilizada nos experimentos seguintes eram de fato CL Brener,
apos resultados e analise do transcriptoma, as sequéncias detectadas foram usadas para serem mapeadas no

genoma da Cepa CL Brener e determinar genes especificos presente apenas nesta cepa.

Foram detectadas sequéncias que correspondiam com genes anotados da cepa CL Brener dentro das

analises de cada doador. Apds filtragem apenas de genes codificadores de proteinas e remocao daqueles
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referentes a proteinas hipotéticas, foi realizado uma andlise dos genes mapeados na plataforma TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), o qual contém disponivel informagdes acerca dos genes anotados das espécies

dentro da familia dos tripanossomatideos.

Visto que a cepa utilizada no estudo é hibrida, composta por dois alelos de duas cepas distintas, um
proveniente da cepa esmeraldo-simile e outra ndo-esmeraldo-simile, e por ser a inica composta por esses dois
alelos, foi analizado entdo se seria detectado dois genes dentro das seugéncias mapeadas, em que um fosse

correspondente ao alelo P (ndo-esmeraldo-simile) e outro ao alelo S (esmeraldo-simile).

Foi visualizado que a imensa maioria das proteinas referente aos genes apresentavam duas copias
dentro da analise, cada um com codigo distinto que fazia referéncia ao alelo este estava anotado, um
correspondendo ao alelo P e outro ao alelo S conforme mostrado na tabela 1. Como pode ser visto a
comparacdo entre dois genes que foram detectados duas vezes, usado como exemplo o gene (H+)-ATPASE
G subunit (Tc00.1047053510993.10 e Tc00.10470553506375.110), ilustrado na figura 10 e como pode ser

visto para mais exemplos na tabela 1.

-------
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Figura 10. Genes do T. cruzi identificados duas vezes nas analises trancriptémicas das amostras

infectadas de cada doador correspondiam a alelos diferentes, um proveniente da cepa esmeraldo-simile
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e outro da cepa ndo-esmeraldo-simile, provando a identificacdo de uma cepa hibrida composta por esses
dois alelos. Dados provenientes da plataforma TryTrypDB mostrando o tipo de gene, 0 cromossomo gue este
se encontra, sua localizacao, a cepa a qual o gene foi anotado, se referindo aos alelos presente na cepa hibrida

CL Brener composta por alelo das cepas esmeraldo-simile e ndo esmeraldo-simile.

Genes que apareceram apenas uma unica vez na analise, verificou-se que havia anotacdes apenas
referente @ um dos alelos, portando o outro ndo conseguindo ser mapeado no genoma devido a falta de
sequéncias depositadas deste gene neste alelo especificamente, como pode ser visto em um exemplo para o
gene da ciclofilina (Tc00.1047053510259.50), representado na figura 11.
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Figura 11. Comparacgdo dos gene de ciclofilina (correspondente ao codigo Tc00.1047053510259.50)

anotados em diferentes organismos dentro das localizagdes correspondentes dentro do cromosso

Portanto os genes sendo mapeados em ambos os alelos da cepa CL Brener, uma cepa hibrida, confirma
que a cepa utilizada para os estudos € a pretendida e que condiz com a utilizada no transcritpoma, podendo ser

utilizada nos estudos posteriores.
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Tabela 1. Confirmacéo de uso de cepa CL Brener no estudo. Genes que foram mapeados dentro do genoma
do T. cruzi, cepa CL Brener, quantidade média de reads detectadas dentro das amostras de cada doador
(patAmean, patBmean, patCmean), descricdo da proteina, alelo detectado, cromossomo que se localiza e sua

posicao exata dentro de cada cromossomao.
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5.3. EFICIENCIA DA METACICLOGENESE

A fim de avaliar se método de diferenciacdo das formas epimastigotas cultivadas em tripomastigotas
metaciclicos, adaptado em nosso laboratorio, estava sendo eficiente, foi aferida a média de metaciclogénese
alcancada para uso em cada infeccao.

Foi realizado primeiramente uma curva de crescimento das formas epimastigotas de CL Brener feito
em triplicata por 10 dias, que é ilustrada na figura 12, para saber em qual periodo de cultivo os parasitos seriam
coletados para diferenciacao, visto que foi observado maior eficiéncia de metaciclogénese quando era induzida
sua diferenciacdo em fase estacionaria (Gil- Jaramillo, 2016), diferente de serem coletados na fase log, como
pre-estabelecido anteriormente (Canavacci et al., 2010). Por tanto, de acordo com a curva de crecimento

obtido, ficou estabelecido por volta do 9-10° como o melhor dia para iniciar o processo de metaciclogénese.

CL Brener

Log(Parasitos/ml)

H
-

Dia

Figura 12. Curva de crescimento de epimastigotas da cepa CL Brener ao longo de 10 dias realizado em
triplicata.

Foi visto que houve uma media de 72% de metaciclogénese obtido com o0 método escolhido para obter
os tripomastigotas metaciclicos e assim realizar infec¢des subsequentes, diferente do que era visualizado na
cultura no dia 0, onde havia cerca de 7% de metaciclogénese. A figura 13 mostra 0s parasitos antes e depois
do processo de metaciclogénese, mostrando que ao término de 7 dias de diferenciacdo, a maioria apresentava
morfologia e posicdo do nucleo e cinetoplasto correspondente com os das formas tripomastigotas metaciclicas,
ao contrario do que € visto nos parasitos do dia O de metaciclogénese, em que gquase todos sdo epimastigotas.
Portanto, mostrou-se que a eficiéncia de metaciclogénese obtida ao longo dos experimentos foi satisfatoria

para dar continuidade ao trabalho.
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Figura 13. Metaciclogénese alcancada para os testes de infec¢es adotando o método padronizado. Fotos
de microscopia Optica mostrando a-b) formas epimastigotas no dia 0 de metaciclogénese e c-d) tripomastigotas
metaciclicos obtidos apds 7 dias de metaciclogénese. a e ¢) aumento de 100x e b e d) aumento de 100X +
zoom de 1,5X. Setas indicam a posi¢do do nucleo (N) e cinetoplasto (C)

5.4. EFICIENCIA DA PURIFICACAO DE MONOCITOS

Com intuito de aferir se metodologia utilizada para obtengdo dos mondcitos provenientes das PBMCs
coletadas do sangue dos doadores estava sendo executada de forma eficiente, e assim, garantir uma populacédo
pura para ser usada como precursores para geracdo de DCs, foi avaliada a expressdo de CD14 (marcador
especifico para identificacdo de mondcitos) nas PBMCs, nas células provenientes da fracdo negativa (CD14)
e na fracdo positiva (CD14+) ap0s separacdo magnética para avaliar a purificacdo atraves de citometria de

fluxo.

Os dados, que sdo mostrados na figura 14, mostram que antes da separacdo magnética, ha a presenca
de duas populag¢ds bem discerniveis, sendo representadas pelos gates referente a populacdo de mondcitos e de
linfdcitos, definidos pelo seu tamanho e granulosidade. Nota-se que a maioria das PBMCs sdo linfocitos (cerca
de 45%), enquanto uma pequena parcela é considerada monaocitos (10%). Antes da separacdo magnética, havia
a presenca apenas de 14,5% de células CD14+ dentro das PBMCs totais.

Ap0s separacdo magnetica, nota-se que a populacéo da fragdo negativa contida no gate referente aos
mondcitos praticamente desaparece quando comparado com as PBMCs que ndo foram submetidas a separacao
e mantém sua expressdo de CD14+ basicamente igual de PBMCs. J& na fracdo positiva nota-se a presenca
majoritaria de uma unica populacdo, definidas anteriormente como monacitos por FSCxSSC, e esta representa

cerca de 84% de células CD14+. Esses resultados ilustram que o método de purificacdo utilizado € eficiente,
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partindo de uma populagdo com cerca de 14% de mondcitos para uma com cerca de 84%, e portanto, se mostra
eficaz para ser utilizada e dar prosseguimento as etapas subsequentes.

Outros marcadores, como HLA-DR e CDla também foram mensurados na fragdo positiva para
posterior comparagdo com essas mesmas celulas ap6s 7 dias de diferenciacdo

| S.mph Name
250K ‘PBEM | Slmpb Name 50" § b &
BMCs
A : 100 PBMCs CL18 N M.fcs 1 - PBMCs CL14 CD14 fcs

200K
< 150K ]
g {3
100K = 70
! onocitos
sk "
0 0.:
& e e e
1 4
250K w10 102 0° 10 w0°
Comp-PE-A 1 PE-A
B 0] Paucs ] [+ co?v:‘v.i”::?
1 994 —
200K : %0 7
< 150K 7] E » _
O
@ 'S R
w
100K 77 . ~linfocitos )
41 ) -
8 monocitos 100
191 ] X
L)
0 _ e
LA} _‘Tll""' Ll Ty 'l1
1 4
10° 0 10° 10 10°

Comp-PE-A :: PE-A

37



C 250K < pAMCs | Sample Name
< 100 W COta YRYI POS s
|

| Sample
B CDe YRY

g |-
= & o0
S o
100 |l 'll /‘ positivos IL\ 0o = postves
30 - | A\ ‘; 33.8 \-‘ 239
/\" L 2 2 1 1 l' }—\ r/ - |
£ L) N’
/ \{\ / \ 1 /’ \\ 1
N \ 0 et S 0 L —
0 SO —eygeer = | pdd b i obie SERELER ] Aol BEEAR A L BEC Jhrwr\.--.-.......' SRR L e
TSy ey oy Tre— 2 2 o 3 : \ :
200 0 10 0" 90" % b o 0 w0 10 0 10 0
Comp-PE-A ©: PE-A Comp-PE-A : PE-A

FIGURA 14. Eficiéncia de purificagdo de mondcitos a partir de PBMCs de doadores. Visualizagdo de
células dentro da populacao referente ao mondcitos definido pelo tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e
deteccdo de CD14+ dentro da populacdo total de a) PBMCs (antes da separacdo magnética), b) Fracdo
negativa (populagdo CD14-) e c) fracdo positiva (populacdo CD14+)

5.5. DIFERENCIACAO DE MONOCITOS EM DCS.

Para averiguar que houve diferenciacdo completa de mondcitos em DCs, foi mensurado o nivel de
expressao de alguns marcadores que caracterizam essa linhagem celular. Foi avaliado a expressédo de CD14,
CDla e HLA-DR das células ap6s os 7 dias de cultivo em meio suplementado com IL-4 e GM-CSF e
comparados com células obtidas na fragdo positiva da separacdo magnética.

A medida em que h& diferenciagdo de mondcitos em DCs, ocorre diminuicdo da expressdo de CD14 e
aumento da expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos CD1a e HLA-DR, apresentando fenotipo de

uma APC. Estas apos diferenciadas também apresentam uma alta expressao de da integrina CD11c (Steinman,
Pack & Inaba, 1997).

De acordo com a deteccdo desses marcadores para DCs, pode-se observar que houve diminuicéo
significativa de expressdo de CD14, enquanto obteve uma expressdo aumentada de HLA-DR e CD1a, além
de quase todas as células serem positivas para CD11c, como pode ser visualizado na figura 15, comprovando

assim o sucesso da diferenciacdo dessas células a partir de seus precursores presente na circulacdo dos
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doadores. A completa diferenciacdo das DCs também pode ser atestada através da sua morfologia conferida
através de microscopia éptica, em que os mondcitos possuem uma morfologia mais homogénea, arredondada
e sdo fortemente aderidas a placa com o espacamento continuo entre elas, enquanto na medida que se
transformam em DCs, as células vdo adquirindo expansdes citoplasmaticas e se tornam fracamente aderidas,
com o centro da placa apresentando grandes aglomerados dessas células durante o processo de diferenciacdo
(Inaba et al., 1994)
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FIGURA 15. Diferenciacao eficiente de DCs a partir de mondcitos. a—e) Citometria de fluxo mostrando
a) populacdo de DCs apo6s 7 dias de diferenciacdo sob acdo de IL-4 e GM-CSF definida por tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) e deteccao de marcadores que classificam essa linhagem celular como b)
diminuicdo de CD14 e aumento de expressdo de c)HLA-DR, d) CD1a e e) CD11c. f - i) Microscopia
Optica mostrado diferenciacdo de mo-DCs. f e g) Monacitos no dia 0 e apos h e i )7 dias de diferenciacéo.

f e h) células visualizadas em aumento de 20x e g e i) 40x
5.6. TAXA DE INFECCAO.

A fim de verificar se as DCs realmente estavam sendo infectadas pelo T. cruzi da cepa CL Brener ap0s
12p6s infeccdo (h.p.i), as células foram coletadas e foi realizado ensaios de imunofluorescéncia para detecgdo
de parasitos intracelulares. Para isso foi utilizado DAPI para visualizacdo dos nucleos de DCs e dos parasitos
no interior dessas, assim como também foi utilizado anticorpos policlonais de soro proveniente de
camundongo infectado para alvejar epitopos presentes no parasito seguidos de incubagdo com anticorpo
secundario conjugado a Alexa fluor 488 (verde). As células ndo foram permeabilizadas, portanto,
possibilitando os anticorpos terem acesso e marcarem apenas 0S parasitos que estava na porcdo de fora da
célula, assim foi possivel visualizar e discernir os parasitos que infectaram as DCs.

Os anticorpos policlonais eram capazes de alvejar proteinas provenientes de extratos de T. cruzi como
pode ser visto no western blot realizado com soro de camundongo em uma proporg¢ao de 1:200, mostrado na
figura 16, comprovando que o soro esté apto a ser utilizado na imunofluorescéncia e detectar os parasitos.
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Pode-se observar que os tripomastigotas metaciclicos estavam aptos a infectar as DCs dos doadores
depois de 12 h.p.i ap6s visualizagao de formas intracelulares (amastigotas) no interior das células, representado
pelos nucleos vistos utilizando o filtro para o DAPI e que ndo eram detectados quando visualizados no filtro
para o Alexa flGor 488, como pode ser constatado na figura 17.

"' N

—
. Figura 16. Anticorpos policlonais proveniente de soro de camundongo infectado
reconhecem proteinas diversas de T. cruzi. Western blot de extrato de proteinas de T.cruzi da cepa CL
Brener. usando anticorpos policlonais murino e anticorpo secundario conjugado a peroxidase para

visualizagéo por guimioluminescéncia apos adicéo de substrato

41



Figura 17. Infeccdo de DCs por tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi visualizado por

imunofluorescéncia. a-I) DCs infectadas podem ser vistas pelas detec¢do de nucleos menores (amastigotas)

proximos de nucleos maiores (DCs) através de vizuali¢do do DAPI (azul) (a, d, g e j) e que ndo séo visualizados

pela deteccdo do Alexa fluor 488 (verde), ao contrério do que é visto para parasitos extracelulares, (b, e, h e
K) e contraste de fase sobreposto junto com DAPI para delimitar mebrana plasmatica das DCs e dos parasitos
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(f, i e ). ¢) Sopreposicdo de DAPI e Alexa fluor para visualizagcdo dos parasitos extracelulares e DCs,

concomitantemente.

Para avaliar a taxa de infeccdo de DCs pelos TMs apds as 12h de interagdo ao longo dos testes de
infeccdo, foram coletadas 10° células para confeccdo de laminas e sua coloragdo com pandtico com o intuito
de visualizar o nucleo de amastigotas dentro da célula hospedeira, possibilitando a contagem de células
infectadas e também mensurar a quantidade de amastigotas por célula. A infeccdo poderia ser aferida através
de visualizagdo de nucleos dos parasitos no interior das DCs, conforme mostrado na figura 18, mostrando a
diferenca de células controle e infectadas. Pelo menos 100 células foram contadas por condigéo e por replicata

bioldgica para aferir a taxa de infeccdo.

A ) B off

@ -

C Taxa de infecgcao
D i i
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Figura 18. Taxa de infeccdo de DCs pelo T. cruzi. Representacdo de DCs atraves de microscopia
oOptica e coloracdo por panotico da condicdo a) controle e b) infectada, onde podem ser vistos parasitos
extracelulares (seta branca) e intracelulares (seta preta). ¢) Porcentagem de DCs infectadas pelo parasito apos
12 h.p.i e d) nimero de amastigotas por célula dentro dos doadores A, B e C. Andlise estastistica utilizando
ANOVA one way. n = 3. N.s = ndo significativo.
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Houve uma média de 21% de DCs dos doadores que foram infectadas e cerca de 1,78 amastigotas por
celula em 12 h.p.i. Como pode ser visto, ndo houve diferenca significativa de taxa de infeccéo entre 0s

diferentes doadores, assim como também da quantidade de amastigotas por células.
5.7. ESCOLHA DE DEGS PARA VALIDAC;AO

O transcriptoma realizado pelo nosso grupo anterioromente, comparando DCs em condig¢des controle
e infectadas pela cepa CL Brener do T. cruzi apds 12h de infec¢cdo, mostrou que houve 1083 DEGs para o
doador A, 1138 para o doador B e 3918 para o doador C. Visando selecionar genes que fossem bons candidatos
para serem validados e posteriormente estudados mais profundamente, foram adotados alguns critérios para
filtrd-los. As etapas realizadas para selecdo de gentes sdo demosntradas na figura 20.

Dentro desses DEGs, foram selecionados apenas 0s que tinham padj < 0,01, em que nos forneceu 2052
DEGs, em que 962 eram infraregulados e 1089 supraregulados. Apds isso, os DEGs que apresentaram log2fold
change > 2 foram filtrados. Ap0s isso, a partir da analise de enriquecimento pela plataforma Gene Ontology

(GO) (http://geneontology.org/page/go-enrichment-analysis), assim foram filtrados também aqueles genes

que de certa maneira haviam alguma relacdo com resposta imunolégica, que resultou em 72 genes

infraregulados e 264 supraregulados.

Entdo tendo como base esses genes, outras plataformas de dados foram utilizadas para afunilar nossa
pesquisa e assim selecionarmos aqueles DEGs que seriam validados posteriormente. Ap6s analise no GO sobre
a funcdo molecular, o compartimento celular e o processo bioldgico que cada um desses genes estava atrelada,

além da andlise expressdo diferencial em tecidos distintos no BioGPS (http://biogps.org/#goto=welcome).

Depois foi observado se esses genes codificam proteinas e se possuem splicing alternativo no Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html) , escolhendo aqueles genes com 1 a 3 transcritos por questbes de

viabilidade técnica para desenho de iniciadores.

Ao final do processo, foram escolhidos 8 genes (TNFS18, VNN1, CXCL9, IFNL1, USP18, FCN1,
SEC24C e FOXQ1) para validacdo posterior por RT-gPCR. Além disso selecionamos 3 genes para serem
usados como genes de referéncia: B2M, HPRT, como genes referéncia universais em humanos comumente
utilizados na literatura cientifica e IL12B como controles especificos para DCs, para definir ao final qual deles

seria um controle enddgeno confiavel.

Os genes selecionados e as suas respectivas caracteristicas obtidas no transcriptoma, como gene ID,
doadores em que tiveram expressao diferencial, nimero de reads e de RPKM obtidas nas condic¢des controle

e infectado, log2fold change, padj e se foi significativo foram sintetizados na tabela 2.
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Tabela 2. Genes infra, supraregulados e enddgenos selecionados para validagao de
transcriptoma realizado previamente através de RT-gPCR.

GensiD Source Readcount Infect=dReadcount Control  RPKM Infected RPKM_Control log2FoldChangs peal padj significant

Infraregulados

Supraregulados [

Enddgenos [ |

Referente aos genes supraregulados, TNFSF18 (Tumor Necrosis Factor (Ligand) Superfamily,
Member 18) codifica uma citocina que se liga ao receptor TNFRSF18 ou GTIR que esta relacionada com a
regulacdo de linfdcitos T. O gene VNNL1 (Vascular Non-Inflammatory Molecule) uma proteina que pode ser
secretada ou associada a membranas e que esta relacionado com o trafico de células hematopoiéticas. Ja
CXCL9 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 9) codifica um quimiocina que atrai linfocitos para onde sua
concentracdo é demasiada, se ligando ao seu receptor, CXCR3, porém ndo é capaz de recrutar neutrofilos.
IFNL1 (Interferon Lambda 1), também conhecido com IL29, codifica uma citocina que esta distantemente
relacionada com os interferos do tipo 1 e geralmente sua expressao € induzida por infeccdo viral, que é
responsavel por aumentar a expressao de MHC-I, podendo interagir com receptores heterodiméricos
compostos por IL10RB e IFNLR1. USP18 (Ubiquitin Specific Peptidase 18) codifica uma deubiquitinase e se

localiza no nucleo, estd envolvido na infraregulacdo de uma resposta mediada pelos interferons do tipo I.

Ja acerca dos genes infraregulados, FCN1 (Ficolin 1) codifica uma proteina majoritariamente expressa
em leucdcitos provenientes do sangue periférico e acredita-se que tenha a fungdo de ser uma proteina do
plasma com atividade de se ligar a elastina e ser considerado uma lectina que atua como PRR. O gene SEC24C
(SEC24 Homolog C, COPII Coat Complex Component) codifica uma proteina que sua funcéo esta atrelada a
transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico. E FOXQ1 (Forkhead Box Q1) codifica um fator de
transcrigdo que esta relacionado com desenvolvimento embriogénico, regulacdo do ciclo celular, sinalizacdo

celular e tumorogénese. Dados referentes da plataforma GeneCards (https://www.genecards.org), que fornece

informacdes a respeito de genes humanos.
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5.8. DESENHO E PADRONIZACAO DE INICIADORES PARA AMPLIFICACAO DE GENES
SELECIONADOS

Depois da escolha dos genes, foram selecionados pares de iniciadores que atendiam todos os requisitos
e exigéncias para adequacdo a validagdo de expressao génica e comparacao com o transcriptoma por RT-qPCR
de maneira confiavel, evitando falsos-positivos. Também foi priorizado amplificacdo dos alvos usando de
forma conjunta todos os pares de inciadores, para que todas as reacdes fossem feitas dentro de uma mesma

etapa de PCR, evitando variag&o técnica.

Foram entdo selecionados e encomendados a sintese dos iniciadores apresentados na tabela abaixo pela
empresa Exxtend (https://www.exxtend.com.br/site/). As sequéncias dos iniciadores obtidas ao longo do

processo de selecdo e confeccionados sdo mostrados na tabela 3. Foi avaliado as caracteristicas destes pares
em conjunto a fim de mostrar que todos possuiam parametros semelhantes, conforme ilustrados nos graficos

da figura 20.

Tabela 3. Iniciadores desenhados, selecionados e encomendados para realizacdo de RT-qPCR
para genes selecionados previamente. Dados referentes ao iniciador foward (F) ou reverse (R) quanto a
sequéncia de nucleotideos, tamanho do amplicon que seria gerado utilizando os pares de iniciadores citados
em pares de base (pb), temperatura de fusdo (Tm) em °C, comprimento de cada iniciador em nucleotideos (nt)

e porcentagem de guanina e citosina presente em cada iniciador (GC%)
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Codigo
HPRT-F
HPRT-R

B2M-F
BIZM-R
IL12B-F
IL12B-R
FOXQ1-F
FOXQ1-R
SEC24C-F
SEC24C-R
SEC24C (2)-F
SEC24C (2)-R
TMFSF18-F
TNFSF18-R

VNN1-F
VNNI-R
FCN1 [1)-F
FCN1 (1)-R
FCN1{2)-F
FCN1 (2)-R
CHCLS-F
CXCLS-R

IFML1-F
IFML1-R

LU5SPF1B-F
LU5P18-R

Sequéncia

TATGGCGACCCGCAGCCCT
CATCTCGAGCAAGACGTTCAG

GTCTTTCAGCAAGGACTGGTC
CAARTGCGGCATCTTCAAACC

TEEATGCCGTTCACAAGCTCA
TOGACCTGAACGCAGAATGOTCA

GTGCECCACAMCCTTTCGE
CTCGCTGTTGEGLTTGAGE

CCAGTGGTTITGAGTGTTCTGL
TCAGTAGCTGECCGAATCTCC

GAGCCGLGAGATAATCTGAATGC
GCTETGGACCCTGATTGCC

GAGATCATCCTGRAAGLCTGTGG
CCAGTCAGACACCTTATTCACG

GATCACATCAGCAGCAGATCAGG
GTCTTTCITGTACTGGGEGTCTGG

GLGECCCGOCTAGACG
GEGLGEAAATGEGETGACTTCE

ATGGECTCTETGGACTTCTATCG
COTCATGGGEAGTETGTCTGG

GTGGTGTTCTTTTCCTCITGGGE
COTTCACATCTGETGAATCTGGE

TETCACCACAGGAGCTAGE
CITGAGTGACTCTTCCAAGGE

ATCOGGAATGLTETEGATGG
AGACTCCGTAGATCCAGGAACG

primers
Amplicon (pb! Tm

158

173

199

105

237

228

156

182

75

240

62

225

mEREREE

5838

comprimento(nt) GCH

19
21

21
21

21
22

19
19

21
20

21
19

22
22

23
23

16
20

22
20

22
22

20

20
22
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Amplicon (pb)

¥-81dSN
4-8TdSN
4-TINI
4-TINAI
¥-610%2
4-610X2
¥-(Z) TNDA
4-(Z)IND4
H-(T) TNDA
44T) TNDA
H-TNNA
4-TNNA
Y-8T454NL
4-8T4SANL
4-12) 2p203s
i-(z) ov2D3s
¥-2¥23S
4-2v2235
¥-TOX04
+-TOXO4
¥-azTIl
$-9z0
wNZa

ER s [4:]
¥-LHdH
+1HdH

i to (nt)

comprimen

25

20
15
10
5
0

4-8TdSN
4-8TdsN
d-TINdI
4-TINdI
4-610XD
4-610XD
4-(T) TND4
4-(z)INDd
d-(T) TND4
4-(T) TNDA
Y-TNNA
4-TNNA
Y-8 T4SINL
4-8T4S4INL
4-(2) obTI1s
4-(2) o¥eoas
4-21201S
4-01201S
4-TOXO0A
4-TOX0A
4-aerl
4-9eTl
y-wzd
+ed
d-LydH
4-LYdH

Tm (2C)

70

68

66

64

62

60

58

56

54

¥-8TdSN
4-81dSN
Y-TINGI

- TINdI
4-610X0
4-612%X2
4-(Z) TNDY
4-(2)IND4
¥-(T) TNDY
4TI IND4
¥-TNNA
4-TNNA
H-BT4SINL
4-8T4S4NL
4-12) 2vz03s
3-(2) o¥203s
Y2223
4-2¥203S
¥-TOXO4
4-TOXO4
¥-gzTl
ER:ranll
¥-nze
+Wz4

4L YdH
4-14dH
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Figura 20. Comparacdo entre parametros entre os diferentes iniciadores para cada gene, como a)
tamanho do amplicon gerado em pares de base (pb), b) tamanho de cada iniciador em nucleotideos (nt),
c) temperatura de fusdo (Tm) e d) porcentagem de guanina e/ou citosina presente em cada iniciador
(GC%)

Ap0s o desenho e sintese de iniciadores, estes foram testados para analisar a sua confec¢do de maneira
correta e amplificacdo adequada dentro dos seus respectivos alvos. Foi realizado entdo uma PCR convencional
utilizando a GoTaq DNA polimerase (Promega) e 200nm de cada iniciador para amplificagdo de seus
respectivos alvos correspondente em 100 ng de cDNA oriundo de RNA de DCs controle e infectadas por T.

cruzi.

Para isso foi realizado anteriormente uma RT-PCR utilizando GoTaqg 2 step RT-qPCR system
(Promega). Os resultados sdo mostrados na figura 21. Como observado, a maioria dos genes tiveram
amplificagdo em ambas as condicGes, com excec¢do dos amplicons referentes ao gene FOXQ1 e VNNL1. Porém
ao longo das qPCRs realizadas para testes subsequente, foi observado a amplificacdo dos outros genes, com
excecdo de FOXQ1, mostrando que talvez abundéncia de transcritos fosse muito baixa e amplificacdo néo
conseguia ser vista em baixa resolucédo conferida pelo gel de Agarose, o que podia ser atestado pela grande

guantidades de ciclos necessarios para esse alvos serem visualizados em qPCR.
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B2M HPRT IL128 FOXQ1  SEC24C(1)  SEC24C(2) TNFSF18 VNN1 FCN1

CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF CTR INF

300 bp »

200 bp

100 bp

Figura 21. Iniciadores desenhados e sintetizados amplificaram alvos selecionados. Resultado de PCR em
gel de Agarose 2,5% de iniciadores confeccionados para alvos selecionados em cDNA provenientes de

transcrigdo reversa de RNA de DCs controle e infectadas por T. cruzi.

Como FOXQ1 ndo havia amplificado anteriormente, nem mesmo em outros testes realizados, e
também HPRT estava amplificando fracamente para um controle, foram sintetizados novos pares de
iniciadores para esses alvos seguindo as mesmas exigéncias para desenhos de iniciadores anteriores e feito
combinagOes diferentes entre 0s pares novos e 0s atingos para averiguar se em algum desses haveria
amplificagdo. Como pode ser visualizado na figura 22, a combinacdo de iniciadores F1(iniciador foward
antigo) e R2 (iniciador reverse novo) tanto para FOXQ1 quanto para HPRT foi capaz de amplificar amplicons
de 370 bp e 150 bp, respectivamente, com melhor visualizagdo quando comparado com combinacéo antiga de
pares de iniciadores (F1+R1). Apesar de FOXQ1 apresentar uma banda fraca visualizada em gel de Agarose,

nas qPCRs subsequentes foi possivel ver amplificacdo do alvo de modo satisfatorio.
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HPRT FOXQ1

[F1+R1 F1+R2 F2+R1 F2+R2) [F1+R1 F14R2 F2+R1 F4R2) () ()

Figura 22. Nova combinagéo de iniciadores F1 e R2 amplificam genes HPRT e FOXQL. Resultado de
PCR utilizando diferentes combinacdes de iniciadores, utilizando tanto iniciadores antigos (F1 e R1) como

iniciadores novos (F2 e R2) em gel de Agarose 2,5%

A fim de averiguar se iniciadores desenhados ndo amplificariam DNA gendmico caso houvesse
contaminacgdo deste nas amostras de RNA e evitar que expressdo génica dos transcritos fossem aferida de
maneira equivocada, foi realizado um teste para verificar se iniciadores, mesmo sendo confeccionados para se

anelarem juncdo éxon-éxon, seriam capazes de amplificar DNA gendmico.

Visto que devido a pouca quantidade de células obtidas no final da infeccdo para extracdo de RNA e a
consequente quantidade limitada de material disponivel para todas as reacdes com todos 0s genes propostos ,
seria inviavel o uso de DNAse para tratamento das amostras com o intuito de degradar possivel GDNA que
estivesse presente nas amostras, visto que havia perda de cerca de 50% do material no processo de desativacéo
da DNAse e recuperacao do RNA restante, além de poder interferir na integridade do RNA usado nas analises

posteriores.

Foi realizado entdo uma PCR convencional usando DNA gendmico (gDNA) como molde e foram
testados todos os pares de iniciadores para observar se haveria amplificagdo. Foi verificado que alguns pares
de iniciadores possibilitavam a amplificacdo de off-targets, como os iniciadores para B2M, 1L12B, FCN1-1 e
SEC24C-2 (1750, 1700, 1250 e 420 bp, respectivamente), de acordo com resultado da PCR mostrado em gel
de Agarose 2,5% da figura 23.

Como as amplificacGes observadas em GDNA para o0s pares de iniciadores para os 3 primeiros genes
descritos eram muito maiores que o0s esperados para o amplifcon referente ao cDNA, que estdo entre 50 e 250
bp, a amplificacdo de off-targets poderia ser evitada diminuindo o tempo de extensdo da Taqg Polymerase, o

que de fato foi visto ap6s diminuir o tempo de extensdo de 18s para 10s. Como off-targets de SEC24C-2
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apresentou tamanho préximo do amplicon desejado, ele seu comportamento foi analisado posteriormente em

gPCRs para saber se esse seria descartado.

gDNA AR1  (7/3/17)

[+ B2M HPRT IL128 FOXQL SEC24C SEC24C TNFSF VNN1 FCN1I FON1  COXC19 IFNL1 USPI8 ()
(1) 2) 18 (1) {2

Figura 23. Amplificagdo de off-targets em gDNA proveniente de PBMCs humanas. Resultado de PCR
de gDNA em gel de Agarose 2,5% para verificar amplificacdo de off-targets dos pares de iniciadores

designados para os genes selecionados.

O proximo passo foi atestar a eficiéncia dos iniciadores designados para a validacdo dos genes
selecionados do transcriptoma em RT-qPCR para gerar dados confiaveis a respeito da disponibilidade de RNA.
Para atingir esse objetivo, foi realizado entdo RT-qPCR para a amplificacdo dos transcritos de interesse usando
4 a 5 diluicOes diferentes de RNA para atestar se amplificacdo seria proporcional a quantidade de material

fornecido por reacdo e assim mensurar porcentagem de eficiéncia dos respectivos pares de iniciadores.

As diluicbes de cDNA foram feitas a partir de 1500 até 0,15 ng de RNA. Visto a quantidade limitada
de RNA obtida de DCs e as concentra¢fes macicas que seriam utilizadas para efetuar os testes subsequentes,
foi realizado primeiramente um teste para verificar se poderia ser utilizado RNA proveniente de PBMCs para
a realizacdo dos testes de eficiéncia de iniciadores, devido a maior disponibilidade e facilidade de obtencéo

proveniente do sangue dos doadores.

Para este fim, foi realizado uma PCR utilizando os pares de iniciadores designados em cDNA oriundo
de RT-PCR de RNA isolado de PBMCs. Como pode ser observado na figura 24, houve amplificagéo da
maioria dos genes designados em cDNA proveniente de PBMCs, com excecédo de 1L12B, FOXQ1, FCN1-1e
IFNL1. Isso mostra que teste de eficiéncia de iniciadores poderia ser realizado com cDNA de PBMCs,
viabilizado o uso de grandes quantidades de RNA. Quanto aos demais genes que nao apresentaram

amplificagdo em PBMCs, seria utilizado cDNA de DCs.

Como também nessa PCR pode ser visto amplificagdo de off-targets em iniciadores para genes FCN1-

2, este gene foi descartado de analises posteriores
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BIM WPRT R128 FOXQL SEC24C STCQACTNFSF VNNI FONI FONI ONCLY  IFNLL USPLN cONA MW BIM HPKRT
(1 2) 18 A @ {mdster mix)

237b
=P 5986p 182bp

Figura 24 Amplificacdo de genes selecionados também pode ser visto em cDNA proveniente de RNA de
PBMCs. Resultado de PCR em gel de Agarose 2,5% para genes selecionados em cDNA proveniente de

PBMC:s utilizandos todos os pares de iniciadores que seriam utilizados.

Visto a possibilidade de se utilizar cONA de PBMCs e a viabilidade de uma quantidade maior de RNA
ser utilizada para fazer as diluicdes, o proximo passo seria realizar o teste de eficiéncia de iniciadores através
de RT-gPCR utilizando diluicGes de 10x, em triplicata e usando analise de quantificacdo em curva padrdo no

software StepOne.

O resultado do teste de eficiéncia para cada par de iniciadores referente a curva padrdo, plot de
amplificacdo e temperatura de desnaturamento € apresentado na figura 1S do material suplementar e
parametros alcancados foram resumidos na tabela 4. Como mostrado, todos os pares de iniciadores alcangaram
eficiéncia maior que 90%, além disso, todos os produtos de gPCR obtiveram apenas um Unico pico quando
analizado na curva de desnaturacdo, mostrando que sé houve a amplificacdo de um Unico alvo. Aqueles que
apresentaram dois picos, o segundo pico com menor Tm esté relacionado com as ultimas dilui¢Ges, que devido
a uma quantidade pequena de material , houve detecgdo de fluorescéncia referente a formacéo de dimeros de

iniciadores do que amplificagdo do cDNA em si.

O Tm médio de todos os amplicons, que possuem tamanhos e quantidades similares de GC.(vide
imagem 20), foi de 83,33°C com desvio padrdo de 1,39, ou seja, apresentando pequena variagdo. Portanto,
todos estes resultados mostraram que os pares de iniciadores confeccionados para seus respectivos alvos eram
capazes e amplificar de maneira proporcional o cDNA referente a cada alvo e, portanto, estavam aptos para

aferir expressdo génica de transcritos para validacdo de genes de maneira confivel.
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Tabela 4. Parametros alcangados para pares de iniciadores em testes de eficiéncia desses. Representacdo
de gene alvejado, a porcentagem da eficiéncia obtida, a regressdo linear (R2), o numero de dilui¢Bes utilizado
para obter a eficiéncia mostrada, as dilui¢des que foram utilizadas, a temperatura de desnaturacdo média para
cada alvo dentro das diluicdes utilizadas, a quantidade de RNA inicial usada para a primeira dilui¢éo, e agPCR

que foi obtida a eficiéncia desejada

eficiencia de primers - curva padrao

gene eficiencia R? n? diluicdediluicdes usadaTm (2C) [RNA] (ng) gPCR
B2M 90,1 1 5x 82,08 1500 3¢
HPRT 91,4 0,994 4 ultimas 83,93 1500 42
[L12B 97,7 0,955 5x 84,52 1200 5¢
VNN1 103,7 0,996 4 ultimas 82,23 1500 3¢
Foxal 92,86 0,998 4 primeiras 86,76 1200 5°
FCN1-1 99,7 0,996 5x 82,53 1500 3¢
SEC24C-1 102,3 0,982 5x 84,17 1500 3¢
SEC24C-2 101 0,97 4 primeiras 83,62 1500 5¢
TNFSF18 105,4 0,984 5x 83,92 1200 5°¢
CXCLS 90,2 0,994 5x 81,71 x 12¢
IFNL1 110 0,956 4 primeiras 82,07 x 10¢
USP18 94,1 0,88 5x 82,44 1500 4°

Foram utilizados os produtos de gPCR do teste de eficiéncia de iniciadores para visualisar amplificacdo
de alvo e averiguar tamanho esperado em gel de Agarose 2,5% e o resultado € demonstrado na figura 25, em
que foi utilizado uma das réplicas (que mais se assemelhou com a outra) referente a 12 diluicdo utilizada para
os testes, ou seja, aquela com maior concentracdo de RNA e a Gltima diluicdo em que se alcancou 90% de
eficiéncia, podendo ser a 42 ou a 5% que havia menor concentracdo de RNA e o controle RT- (sem trancriptase
reversa), que ndo havia cDNA, a fim de averiguar provavel amplificacdo em gDNA contaminante ou visualizar

dimeros de iniciadores que poderiam estar sendo amplificados.

Como mostrado na figura 28, a maioria dos produtos de gPCR amplificaram os alvos de seus
respectivos genes e apresentaram amplificagdo proporcional na primeira (maior concentragdo de RNA) e
ultima (menor concentracdo de RNA) diluicdes utilizadas, corroborando amplificacdo de alvo especifico.
Aqueles que ndo apresentaram banda em ultima dilui¢do, pode ser devido a baixa amplificacdo justificada pela
baixa concentragdo de molde e n&o pode ser visualisada no gel de Agarose, que possui pouca resolugédo, quando
comparado pela detecgdo de fluorescéncia em gPCR, em que a sensibilidade de detecgdo do produto é mais
acurado. Mas quando comparado com CTs apresentados no plot de amplificacdo das gPCRs respectivas para

cada gene, ha diferencas nitidas no ciclo que foi detectado a fluorescéncia para os dois extremos de diluicéo,
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corroborando assim que houve amplificacdo em ciclos distintos das diferentes dilui¢fes, em que amplificacdo
foi proporcional a quantidade de material.

J& as amostras que obtiveram bandas de intensidade semelhante tanto na primeira quanto Ultima
diluicdo, pode ser explicada talvez pela baixa resolucdo inerente do gel de Agarose, que geralmente foram
vistos nos alvos que amplificam com mais facilidade, havendo grandes quantidades de material que ndo sao
tdo discerniveis de se observar no gel, mas amplificacdes de diluicdes distintas podem ser vistas com mais

acurécia no numero de ciclos da gPCR necessario para detectar alvo.

Em conjuntos, os resultados referentes a padronizacdo de pares de iniciadores, mostraram-se
satisfatorios e confiaveis para dar prosseguimento a validacdo dos genes que se mostraram diferencialmente

expressos no transcriptoma inicial.

MW M SECac FCNY-A VINNL MW SEC24(0-2 INISTIN s FOxXQ1 Mw HPRT usris 1IN

20bp 20hp 10bp

Figura 25. Produtos provenientes de gPCR possuem alvos com tamanho esperado e amplificaram
proporcionalmente conforme sua diluicdo de cDNA. Resultado de gPCR de testes de eficiéncia de
iniciadores mostrados em gel de Agarose 2,5%, sendo apresentados a primeira, Ultima diluicdo e controle
negativo sem cDNA (RT-), respectivamente, feitas para amplificar cada alvo.

5.9 ESTRATEGIA PARA VALIDACAO DE DEGS POR RT-QPCR

Com o intuito de verificar qual seria a forma mais aplicavel e confiavel para valida¢&o do transcriptoma
por RT-gPCR, a etapa seguinte seria a montagem de uma estratégia para a realizacdo das RT-qPCRs e
mensuracao da expressao génica a fim de conferir se apresentaria um padrdo compativel com os resultados
apresentados no transcriptoma e que ndo fossem submetidos a uma variagao elevada. Foi definido entdo que
0s genes seriam validados por triplicata biologica de cada doador, e que dentro dessas, seriam realizados uma
triplicata técnica para cada gene, com 0 objetivo de aumentar a validade estatistica e apresentar dados

verossimeis.

Além disso, seriam utilizados dois tipos de controles negativos: aquelas reagcdes que tiveram como
template amostras de RNA que ndo foram adicionadas RT (cDNA-) e dgua, com a finalidade de observar se

provaveis amplificagBes nesses controles seriam referentes a contaminagdo com gDNA ou referentes a dimeros
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de iniciadores, respectivamente. Como foi priorizado realizar a g°PCR de uma mesma réplica biologica em
uma unica placa (com capacidade maxima de 96 reacOes), para excluir a chance de que diferenga na expressao
génica de genes distintos serem decorrentes de falhas técnicas provenientes do aparelho ou de manipulagéo do
operador na confeccdo das reacdes, 0s controles negativos seriam feitos em uma Unica réplica devido a falta
de capacidade da placa. O modelo de como foi montado a placa de qPCR com seus respecticos submix (pares
de iniciadores) e templates, é ilustrado na figura 26

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

40 pl
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10
cONA/RNA
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Figura 26. Esquema de estratégia para montagem de placa de RT-gPCR para validacdo de genes. a)
Placa representando a distribuicdo dos alvos que seriam testados e b) mosrando a distribuicdo dos templates
de cada doador que seriam utilizados: cDNA de DCs tanto controle (CTR) quanto infectadas (INF), RNA sem
transcrigdo reversa de DCs controle (RT- CTR) e infectadas (RT-INF) e agua.

5..10. TESTE DE CONCENTRACAO INICIAL DE RNA

Depois de ser realizado a padronizacdo dos iniciadores designados para cada gene e definida a
estratégia para efetuar a validacdo da expresséo génica por gPCR, o proximo passo foi averiguar qual seria a
quantidade inicial de RNA por reacdo de gPCR. Usando como base réplicas dos doadores ja obtidos até o
momento e a quantidade de RNA disponivel em cada uma destas, em que os dados se encontram sintetizados

na tabela 5, foi tomado como base a réplica que possuia a menor quantidade de RNA disponivel, sendo nossa
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amostra limitante (MA13 CTR). Foi verificado entdo haveria possibilidade de se realizar as g°PCRs usando o

minimo de RNA possivel para nenhuma amostra ser descartada.

Tabela 5. Réplicas de RNA provenientes de infeccdo de DCs dos doadores e suas rescpectivas

caracteristicas. Numero de integridade do RNA (RIN), concentracdo de RNA obtida no bioanalyzer (ng),

concentracdo de RNA estoque (ng), quantidade de RNA total disponivel (ng).
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A fim de testar se poderia ser utilizado uma quantidade inicial que abarcasse todas as amostras, 0s

préximos testes foram realizados usando a quantidade de 200 pg de RNA por reacédo, quantidade que se poderia

ser utilizada a amostra limitante com a mesma quantidade para abranger todas as reacdes necessarias.

Com intuito de atestar também se amplificacdo seria eficiente com essa concentracdo escolhida

inicialmente, como estratégia foi adotada utilizar os transcritos mais raros para esses testes subsequentes, ou
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seja, aqueles que possuiam mais dificuldades para amplificar em PCRs anteriores. Para isso foram escolhidos
0s genes VNN1, FOXQ1, CXCL9. B2M foi usado como controle positivo para as qPCRs seguintes.

Foi realizado entdo uma qPCR teste com 0,2; 0,5 e 1 ng de RNA para verificar aplicacdo em alvos
escolhidos em algumas dessas quantidades de material. De acordo com os resultados dos produtos de qPCR
em gel de Agarose, que pode ser visualizado na figura 27, todos os alvos das condicGes infectados foram
amplificados em todas as concentracdes utilizadas de RNA, porém o maior empecilho na amplificacao foi nas
amostras controle, ndo sendo observado amplificagdo para alguns alvos ou quase imperceptiveis, como VNN,
FOXQ1 e CXCLD9. Isso de certa forma ja era esperado, visto que a abundancias desses transcritos serem

maiores sob infec¢éo.

MW () RT- 02 05 1 RT- 02 05 s > RT- 0,2 05M1 RT- 02 05 1

RT- 02 05 1 () R 02 05 (- R- 02 05 1 RT- 02 05 1 MW
20pb

CXCLS IL12B

Figura 27. Amplificacdo de alvos em amostras controle e infectados com quantidades distintas de RNA
para definir quantidade inicial de material. Resultados de qPCR apresentadas em gel Agarose 2,5% para
os genes escolhidos para os testes de quantidade de RNA utilizados tanto nas condi¢des de DCs infectadas
(INF) pelo T. cruzi quanto controle (CTR) nas quantidades de 0,2; 0,5 e 1 ng de RNA por reacdo. Reacles
utilizando RT- como template foram utilizadas como controle negativo. (-) = controle negativo usando agua

como molde.

Devido a isso, outros testes subsequentes foram realizados utilizando quantidades maiores de RNA até
que se observasse amplificagdo nesses genes escolhidos na condigdo controle, tendo em vista que havia
amplificagdo nitida nas amostras infectadas. Entdo no préximo teste foi utilizado quantidades maiores de
material: 0,25; 0,5; 1,5, 3, 6 e 9, para se observar amplificacdo em algum desses valores. Como IL12B
apresentou boa amplificacdo em todos os testes realizados anteriormente, este foi descartado das analises

subsequentes.
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Os produtos de gPCR também foram visualizados em gel de Agarose 2,5% e 0s resultados sdo
apresentados na figura 28. Houve entdo amplificagdo de todos os genes utilizando 9, 6, 3; 1,5; 0,5 e 0,25 ng
de RNA com excecdo do gene FOXQ1, que aparentemente havia uma pequena amplificacdo com 9 ng. Apesar

disso, todos os outros genes poderiam ser testados com qualquer uma das concentracdes utilizadas.

3 15 05 025 () 1,5 05 025 ()

Figura 28. Amplificacdo de genes selecionados nas quantidades iniciais de RNA testadas. Resultados de
gPCR apresentadas em gel Agarose 2,5% para os genes escolhidos para os testes de quantidade de RNA
provenientes de DCs controle quantidades de 9, 6, 3; 1,5; 0,5 e 0,25 ng de RNA por reacdo. Reacdes utilizando
RT- como template foram utilizadas como controle negativo (-).

Tendo em vista em que foi realizado um teste piloto em que se reduziu pela metade o volume (25 uL)
final da reacéo de gPCR e também do material utilizando e se obteve os mesmo resultado quando comparados
com o dobro do volume (50 uL), onde também se utilizava o dobro de material e visto que amplificacdo dos
alvos mais raros eram detectados com quantidades de 1, 3 e 6 ng de RNA , se tornou atrativo miniaturizar o
volume da reacdo a fim de diminuir a quantidade de RNA necessario por reacao, e assim aproveitar de forma
mais abrangente as amostras ja obtidas.

Entdo foi determinado que as reacfes de gPCR seriam operadas com metade do volume utilizado
inicialmente com todos os reagentes ajustados de maneira proporcional, assim como quantidade de template,
em que foi utilizado 3 ng de RNA por reagdo, mesmo apesar de alvos amplicarem com valores menores, para

garantir uma margem de seguranga.

Como o teste foi realizado apenas com um doador (doador B) e ao ser realizado testes com RNA de
doadores distintos mostrou-se que os mesmos alvos ndo amplificavam em quantidades menores, foi avaliado
também a quantidade escolhida de 3 ng seria o suficiente para amplificar nos demais doadores. Pensando nisso
foi realizado um outro teste em que se utilizou apenas para avaliar a amplificagédo de CXCL?9 (transcrito mais
dificil de ser visualizado entre os demais) na condigdo controle (situacdo com maior dificuldade de detectar
esse transcrito) usando 6; 3; 1,5 e 0,75 de RNA para garantir que 3 ng de RNA seria o suficiente para

amplificar alvos em todos os individuos independente de variabilidade genética
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Figura 29. Amplificacdo de gene CXCL9 em diferentes quantidades de RNA inicial em todos o0s
doadores. Amplificacdo de gene CXCL9 dentro dos 3 doadores (A, B e C) usando 6; 3; 1,5 e 0,75 ng de RNA.

De fato, foi observada uma discrepancia muito grande na amplificacdo dos mesmos alvos sob as
mesmas condi¢bes em doadores diferentes, que pode ser observado na figura 29, porém a quantidade de 3 ng
de RNA era suficiente para amplificar em todos, mantendo-se assim essa quantidade definida para validacéo

dos genes.
5.11. NOVA ANALISE TRANSCRIPTOMICA

Tendo em vista que a analise fornecida pela empresa Novogen foi realizada individualmente para cada
doador e ndo foi feita uma analise comparando-os entre si, também levando em consideracdo que ha uma
discrepancia muito grande entre respostas imunes desenvolvidas por organismos distintos devido a diferencas
genéticas, ndo seria atrativo analisa-los separadamente. Um reflexo disso é como individuos respondem a
determinado agente infecioso, que podem ter distin¢Ges significantes quando comparados e se essa resposta
ird desencadear um quadro patolégico ou ndo. Isso pode ser visto na doenca de Chagas em que apenas 30%
dos infectados desenvolvem para uma fase cronica, enquanto os demais conseguem ter uma resposta
satisfatoria a fim de controlar o patdégeno e ndo desenvolver sintomatolia aparente que impactem na sua

qualidade de vida.

Com o intuito de analisar as respostas de forma global e ver como as respostas gerais e comumente
desencadeadas pelo T. cruzi durante a infec¢do de DCs se desenvolvem e como elas podem impactar o fluxo
da patologia, realizamos uma analise global comparando todos os doadores, vendo entdo quais 0s DEGs que
foram expressos em individuos distantemente relacionados sob o estimulo do mesmo patogeno, a fim de obter

melhor entendimento sobre genes que comumente sdo induzidos por este agente.

Foi entdo requisitado outra analise utilizando os dados brutos obtidos das amostras que foram
mandadas pela empresa e destinadas a bioinformata Taind Raiol da FIOCRUZ — Brasilia para refazer as
andlises e serem apresentadas de manera mais abrangente e respresentasse a modulagdo do parasito dentro de

uma populacao, ndo focando na particularidade de cada individuo.
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Os resultados gerados por essa analise global utilizando o pacote DESeq 2 (mesmo utilizado em
trabalho prévio) (Gil-Jaramillo, 2016) com padj < 0,05 geraram um total de 469 DEGs, sendo 439
supraregulados e 30 infraregulados, em que as amostras infectadas dos 3 doadores se agrupam de forma geral
proximas, do mesmo modo que possui 0 mesmo padrdo visualizado para amostras controle, conforme pode

ser visto no grafico apresentado na figura 30.

Dos genes escolhidos para validacdo que estavam diferencialmente expressos individualmente em cada
doador, 5 deles se manteram modulados de modo global dentro dos 3 doadores: TNFSF18, CXCL9, USP18,
FOXQ1 e IFNLL1. Por isso, os demais genes foram descartados da analise e a validacéo seria realizada com

esses que se apresentaram em comum entre as duas analises e ja haviam sido padronizados.
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Figura 30. Analise global de doadores do transcriptoma da interacdo DCs com T. cruzi. a) Grafico de
PCA motrando agrupamento das réplicas das amostras infectadas (I) e controles (C) dos doadores (A, B e C)
e b) volcano plot mostrando expressao diferencial de genes detectados em log2fold change. Em vermelho

aqueles gque apresentaram padj < 0,05
5.12. VALIDACAO DE DEGS

Ja que um nova analise transcriptoma foi tomado como base, a estratégia anteriormente estabelecida
foi modificada para atender as novas necessidades seguindo os mesmo critérios e exigéncias. Como 0s
resultados provenientes da analise global do transcriptoma da infecgdo de DCs pelo T. cruzi dentro dos 3
doadores, apenas 5 genes dos 10 escolhidos se mantiveram diferencialmente expressos globalmente. Devido
ao fato de 2 desses genes (IFNL1 e FOXQ1) exigirem quantidades exorbitantes de material para serem
detectados por gPCR nas amostras controle, divergindo demasiadamente da quantidade necessaria para 0s
outros que eram amplificados com pouco material e isso acabar inviabilizando o uso das amostras ja obtidas,

foi entdo decidido realizar a validacdo dos genes deste novo transcriptoma com os inicialmente com os 3
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genes restante em comum entre 0s transcriptomas individuais e globais (TNFSF18, CXCL9 e USP18) usando
0s genes B2M como referéncia, que foi visualizado como mais estavel dentro das duas condic¢des apresentadas.

Foi utilizando a mesma estratégia definida anteriormente para garantir a confiabilidade dos dados

gerados. O esquema da nova estratégia adotada e ilustrado na figura 26.

Antes de realizar as validagdes em si, foi aferido primeiramente o nivel de integridade do RNA das
amostras disponiveis objetivando se trabalhar com um material integro a fim de garantir uma andlise de
qualidade. Para esse fim, as amostras de RNA foram analisadas mediante bioanalizer para mensurar um
namero de integridade do RNA (RIN) através da quantificagdo bandas referentes as subunidades 28S e 18S

do RNA ribossomal e sendo atribuido uma pontuacgéo de 1 a 10

De acordo com esses resultados, ilustrados na figura 31, todas as amostras destinadas para validagao
de DEGs apresentaram uma alta qualidade devido ao fato de terem apresentados altos valores de RINs, estando
todas as amostras acima de 7. Aquelas amostras que nao foram possiveis obter um valor exato de RIN, foi
observado padréo das duas bandas apresentadas no capilar, que foram similares ao observado para aquelas que
obtiveram notas elevadas, mostrando integridade do RNA ribossomal, mostrando-se entdo com o aspecto

satisfatorio para dar continuidade a anélise.
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Figura 31: Amostras de RNA proveniente dos doadores mostraram-se de boa qualidade. Analise de

integridade de RNA através de bioanalyzer mostrando parametros mensurados e RIN de amotras.
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Como pode ser visto na figura 32, os resultados referentes a validacéo de genes mostrou que TNFSF18
e USP18 tiveram um aumento de expressdo sob a condicdo de infeccdo pelo T. cruzi por todos os doadores
em conjunto e que portanto. Ja o gene CXCL9 ndo apresentou diferenca estatistica, isso pode ser devido a uma
réplica especifica de um anico doador que divergiu muito das demais. Portanto uma proxima estratégia a ser
adotada é utilizar uma triplicata de cada doador ao invés de duplicata, para verificar se ha uma diminuicéo da
do desvio padrdo e se possa afirmar com certeza se a superexprssdo do gene € significativa. Porém, de uma
forma geral, a expressao génica das condic¢des controle e infectados dentro dos 3 doadores aferida por RT-
gPCR correspondia com os resultados gerados pelo transcriptoma, concluindo assim que a técnica empregada
é confiavel e reflete os mesmos dados gerados por uma técnica mais robusta, como o transcriptoma. Isso
confirma que os dados obtidos séo veridicos por ser confirmado de forma independente por duas metodologias
distintas. Portanto, poderia ser utilizada RT-gPCR para andlises posteriores de outros genes e também por se
tratar de uma tecnologia mais acessivel e rentavel, poderia ser utilizada para ampliar as analises para uma
populacdo amostral maior e verificar se esse comportamento se repete de uma forma mais ampla e consistente

sob estimulo com parasito.

TNFSF18 CxcLe UsP18

Y ) )
d rd ‘,s"‘ i ¢ ' 4
& & & o &

condigho condigao condigho
Figura 32. Superexpressdo de TNFSF18, CXCL9 e USP18 sob infeccdo pelo T. cruzi. Genes
diferencialmente expressos na condicéo controle quando comparados com infectados. Valor de p < 0,01
(**), valor de p < 0,001 (****). Analise estatistica utilizando teste T de Student. N =6

5.13. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Além da validacdo de genes diferencialmente expressos detectados pelo transcriptoma, foi analisado
também se a supra ou infraregulacdo desses genes que foram analisados, por intermédio do nivel de seus
transcritos, refletia também a nivel proteico apresentado nessas diferentes condic6es. A fim de avaliar isso, foi
mensurada algumas citocinas, como IFN-y, TNF, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-2, do sobrenadante oriundo das DCs
infectadas e controle apds o periodo de 12h para averiguar a presenca e a abundancia desses analitos através
da técnica do CBA utilizando citometria de fluxo para aquisicdo dos dados. De acordo com a figura 33, a
maioria das citocinas ndo apresentaram diferencia significativa de expressdao comaprando grupo controle do
infectado, com excegdo de TNF. N&o houve expressdo de 1L-12, nem mesmo na condic¢do infectado das

condigdes dentro dos doadores
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Das citocinas foram analisadas neste estudo, apenas TNF e IL-10 se mostraram diferencialmente expressas
dentro do transcriptoma ap0s a intera¢do, como pode ser visto na tabela 6, mostrando que nem sempre o nivel

de transcrito reflete o nivel da proteina correspondente.

Tabela 6. Citocinas diferencialmente expressas no transcriptoma. Posicdo dos DEGs referentes as
citocinas dentro do trancriptoma, simbolo referente ao gene, expresséo relativa (log2fold change) e valor de p

ajustado para cara gene.

ranking DEG symbol gene log2FoldChange padj
156 TNF tumor necrosis factor 1.28357692716167 1.28480456143653e-05
189 1L27 interleukin 27 1.64688311899398 0.000126085929364045
301 IL1A interleukin 1 alpha 1.04323033394448 0.00612679094602397
334 I1L10 interleukin 10 0.989889596868533 0.00893591277261325
337 IL15 interleukin 15 1.12350861966616 0.00958808075056934
342 IL1B interleukin 1 beta 1.13668226682441 0.0103217544497658
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6. DISCUSSAO

O namero de DEGs detectados no estudo apresentado, quando comparado com outras analises prévias
em que foi realizada infeccdo de células humanas com T. cruzi, é maior em DCs (469 DEGs) quando
comparados com outros tipos celulares, em que hd uma baixa modulacéo da expressao génica do hospedeiro.
Como por exemplo em fibroblastos (HFF) em que se detectou 106 genes supraregulado apds 24h de infecgédo
e ndo havia nenhum DEG com log2fold change > 2 entre 2 e 6 h.p.i (Avalos et al., 2001) e 113 DEGs em 24
h.p.i com o mesmo tipo celular em outro estudo (Houston-Ludlam, Belew e El-Sayed, 2016) e em
cardiomiocitos murinos em 12 h.p.i, que apresentou menos de 100 DEGs. Porém, a modulagdo de DCs se
assemelha com a deteccdo de cerca de 300 DEGs em peiodos maiores de interacdo (24-48 h.p.i) (Urban &
Editor, 2011) e 420 DEGs em 48 h.p.i em cardiomiécitos (Goldenberg et al, 2010). Porém possui uma
modulacdo baixa quando comparada com células epiteliais de linhagem humana (HeLa), onde apresentou 1255
DEGs em 6 h.p.i. (Chiribao et al, 2014). Isso reflete como células distintas dentro do mesmo hospedeiro podem
ser moduladas diferentemente pelo mesmo patégeno, o que provalvemente pode ocorrer devido ao parasito
conseguir causar uma modulacdo mais acentuada em células para que as torne mais viavel a sua infeccao, e

silenciando células, como as imunes, que possam o detecta-lo e tentar detrui-lo.

Além disso, foi visto também que a maioria dos genes induzidos por este patdgeno sdo relacionados
com interferon do tipo | (manuscrito em preparacdo), 0 que estd em concordancia com outras analises de
transcritos sob infeccdo com o0 mesmo agente infeccioso, em que uma parcela consideravel dos DEGs sédo

induzidos por interferon (Avalos et al., 2001 e Houston-Ludlam, Belew e El-Sayed, 2016).

Os genes que foram detectados como diferencialmente expressos no transcriptoma realizado pelo nosso
grupo e posteriormente validados e confirmados por apresentar supraregulacdo quando DCs humanas sédo
infectadas pelas formas infectivas do T. cruzi, correspondem com estudos anteriores em que ja foi averiguado

a supraregulacdo desses genes sob condi¢des diversas de infec¢des por patdgenos distintos.

TNFS18 foi descoberto de modo independente por Gurney e colaboradores e Know e colaboradores
em 1999 em humanos como sendo da superfamilias dos fatores de necrose tumoral (TNF) ap6s a descoberta
do seu receptor em linfocitos T murinos sob o estimulo com dexametasona (DEX). Também foi observado
que sua expressao esta relacionada a resisténcia contra apoptose, mesmo que se assemelhando com a estrutura
de outras proteinas da familia de receptores de TNF, em que seu estimulo geralmente direciona a apoptose
(Nocentini et al., 1997). Seu mRNA correspondente apresenta pouca expressdo nos tecidos, mas ha um
aumento drastico quando as células sdo estimuladas com antigenos. Sua expressao e de seu receptor de forma
concomitante em células inibe apotptose destas pela ativacdo de NF-kB (Gurney et al., 1999). Seu receptor é
expresso em células presentes nos linfonodos e em leucocitos periféricos e € superexpresso em PBMCs

humanas, ja o ligante € expresso em células endoteliais (Know et al., 1999). Ficou constatado assim que este
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novo ligante para TNFSFR18 estaria relacionado com interacdo entre linfécitos T(Know et al., 1999) e células
endoteliais e modula a sobrevivéncia desses linfécitos em tecidos periféricos(Gurney et al., 1999)

Hoje é sabido que APCs como macrofagos e DCs (Yu et al., 2003), e células endoteliais (Gurney et
al., 1999 e Kwon et al., 1999) produzem TNFSF18 e também expressam o receptor para essa citocina,
sugerindo uma regulagdo autocrina. Mas o tipo celular que possui expressdo mais marcante do receptor para
esta citocina sdo os linfocitos T, sendo que linfécitos Treg expressam este de maneira constitutiva e em
linfécitos T efetores sob inducdo com anti-CD3 (McHugh et al., 2002, Gurney et al.,1999 e Kwon et al., 1999,
Shimizu et al., 2002 e Nocentini et al., 1997).

Pelo fato de a estrutura do receptor para TNFSF18 possuir grande similaridade com outros receptores
da familia TNF (Nocentini et al., 1997) ,em que esses geralmente possuem um papel de co-estimulacdo de
linfocitos T, especulou-se sobre a possibilidade de seu estimulo também possuir essa fungdo. Isso foi
confirmado ao verificar que a ligacdo ao seu agonista promove ativacdo de linfécitos T em conjunto com o
reconhecimento de antigeno simulado por anti-CD3, tanto em linfocitos T CD4+ como em linfocitos T CD8+
(Shimizu et al., 2002, Ronchentti et al., 2004, Tone et al., 2003). Esse reconhecimento promove tanto a

expansao de linfocitos T efetores como de linfocitos T reg (Rochentti et al., 2004)

Foi visto que o estimulo do receptor para TNFSF18 impede a supressdo mediada por linfécitos T
regulatérios, visto pelo aumento de linfécitos T CD8+ e T CD4+, assim como a remogdo de linfdcitos Treg
ocasionam desenvolvimento de doencas autoimunes, portanto o reconhecimento TNFSF18-TNFRSF18 tendo
uma papel importante na diminuicdo da tolerancia, promovendo a quebra da supressao de linfocitos T efetores

pelo linfécitos Treg (Shimizu et al., 2002).

Sabe-se também que TNFSF18 é constitutivamente expresso em DCs, tanto maduras quanto imaturas,
e que sua ligacdo ao seu receptor leva a ativacdao de NF-kB e esta envolvido na regulagdo de linfocitos Treg
pelas DCs (Yu et al., 2003). DCs de animais deficientes em TNFSF18 sdo menos capazes de induzir expansao
de linfocitos T regulatérios antigeno-especifico in vitro, também sendo reduzido o nimero de linfdcitos Treg
e concomitante aumento de linfocitos T citotoxicos in vivo (Liao et al., 2014). Esses dados em conjunto
mostram que TNFSF18 apesar de provocar supressdo de linfécitos Treg, também é responsavel pela sua
expansdo, juntamente com linfocitos T efetores. Talvez isso seja justificado pelo fato de no momento inicial
da infeccdo a sua acdo ndo seja requisitada para permitir a ativacdo de uma resposta das suas contrapartes
efetoras. Porém quando a infeccdo for resolvida e a acdo de linfdcitos T efetores ndo for mais requisitada, os
seus respectivos linfdcitos T reg estariam presentes em grande nimero para desativa-los em tempo habil para

evitar hipersensibilidade tardia e gerar dano ao hospedeiro quando ndo h& mais a presenca do patdégeno

No ambito das respostas imunes, animais que sao deficientes para o receptor de TNFSF18 possuiam

mais protecdo contra colite induzida devido a uma reducdo da resposta imune inata e da acdo de linfocitos T
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efetores, além desse linfécitos apresentarem menor capacidade de causar colite quando transferido para anmais
imunodeficientes (Santucci et al., 2006), e que animais deficientes em TNFSF18 é responsavel pelo
recrutamento de mondcitos para os sitios de infeccdo e sua subsequente diferenciacdo em macréfagos em
modelo de colite, diminuindo o quandro clinicos desses organismos (Liao e al., 2014) ,mostrando assim que

TNFSF18 possui um papel importante desencadeando processos inflamatdrios

Em relacdo a infeccdo com patogenos, foi demosntrado que macrofagos infectados com Rhinovirus
aumentam expressdo de TNFSF18 (Rajput et al., 2018) e que macréfagos ativados com LPS e
subsequentemente tratados com lipideos derivados de algas com propriedades anti-inflamatdrias, promoveu

uma infraregulacdo dessa citocina (Robertson et al., 2015)

Em conjunto, esses dados mostram que DCs sdo capazes de aumentar a expressdao de TNFSF18 sob
infeccdo, como foi visto na infeccdo pelo T. cruzi e que esta citocina em um contexto amplo seria capaz de
promover processos inflamatorios, como recrutamento de células para sitios de infeccdo como mondcitos e
poderia também desencadear uma atenuacdo da supressdo de linfocitos T auxiliares e citotoxicos pelo
linfécitos Treg e assim, aumentar a resposta contra o patégeno. O aumento de expressdo de TNFSF18 condiz
com o contexto das horas iniciais de uma infeccdo, visto que se ha necessidade de promover uma resposta
frente a aquele antigeno especificamente ligado ao patdgeno em questdo, que pode ser gerado atraves de uma

atenuacéo da sua tolerancia, a fim de montar uma resposta mais robusta frente aquele agente infecioso

A quimiocina CXCL9, é um ligante (juntamente com CXCL10 E CXCL11) para o receptor CXCR3,
expresso em linfécitos T ativados por DCs, enquanto sua expressao é ausente em linfdcitos T virgens (Lotscher
et al., 1996 e Loetscher et al., 1998). Viu-se que este receptor esta intrinsicamente associados com linfdcitos
Th1l (Sallusto et al., 1998, Yamamoto et al., 2000 e Xie et al., 2003) e recentemente foi associado com
linfocitos Thl7 (Steinmetz et al., 2009), diferentemente do receptor expresso pelo subtipo Th2, CCR3
(Sallusto, Mackay e Lanzavecchia, 1997).

A expressdo dos ligantes para CXCR3 é induzida pelo IFN-y (Luster, Unkeless e Ravetch, 1985), assim
como de CXCL9 (Farber, 1990, enquanto CXCL10 e CXCL11 podem ser induzido por IFN-a e IFN-f,
respectivamente (Farber, 1997, Medoff et al., 2006) além de serem regulados por fatores transcricionais

distintos (revisado em Groom e Luster, 2011).

Além disso, ha diferencas de afinidade entre estes ligantes e seu receptor, havendo maior afinidade por
CXCL11, seguida de CXCL10 e CXCL9 (Weng et al., 1998. Cox et al., 2001 e Cole et al., 1998 e Meyer et
al., 2001). Portanto, por serem induzidos e regulados por fatores distintos, estas quimiocinas estao relacionadas
com fungdes distintas apesar da aparente acao redundante devido a ligagdo em um mesmo receptor em comum,
tendo entdo um padrdo distinto para expressdo dessas quimiocinas tanto referente a tempo quanto espacgo

devido a expressao por tipos celulares diferentes durante o curso de um processo imunolégico.
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A deficiéncia de CXCL9 acarreta na supressao da histopatologia causada por nefrite e melhora das
funcgdes renais quando comparada com animal que produz essa quimiocina, enquanto ndo ha diferenca no

quadro patolégico quando é suprimida a expressdo de CXCL10 em um modelo de lupus. (Menke et al., 2008)

Esta quimiocina é produzida principalmente por mondcitos inflamatdrios e em uma menor extensdo
por DCs, que € induzida por IFN-y, se concentrando nos grandes vasos endoteliais (HEV) e promove a
migracao de leucaocitos para os linfonodos, como células NK sob infeccéo viral (Wong et al., 2018) e migracao
de linfocitos T (Loester et al., 1996 e Campanella et al., 2008) e sua producdo também € induzida em
mondcitos e mo-DCs sob infeccdo com o Plasmodium berghei (Sorensen et al., 2018), sendo um marcador e
mediador do desenvolvimento da malaria (Campanella et al., 2008, Miu et al., 2008). A expressao de CXCL9

é regulada pelo fator de transcri¢do IRF3 (James et al., 2018)

Ja foi demonstrada também a inducdo da expressdao de CXCL9 devido a infec¢do bacteriana como
Chlamydia trachomatis (Lijek et al., 2018) e Mycobacterium tuberculosis (Joosten et al.,2018). Neste caso sua
expressdo é suportada por IL-17A e inibida por IL-27, por causar a supressao desta primeirade (Erdmann et
al, 2018). A supraregulacdo de CXCLJ9 esta envolvida na imunopatologia dessas enfermidades e a inibicao da
sua producdo (Erdmann et al., 2018) ou bloqueio do seu respectivo receptor CXCR3 (Lijek et al., 2018)
acarreta em uma melhora na imunopatologia das mesmas. (Menke et al., 2008). Acredita-se que isso seja
devido a diminuicéo e recrutamento leucocitéario para os sitios de infec¢do e assim uma consequente atenuagao

de uma hipersensibilidade tardia, diminuindo os danos dos tecidos e assim amenizando o quadro clinico

Assim a supraregulacdo de CXCL9 é razoavel dentro da infeccdo de DCs pelo T. cruzi no momento
inicial da interacdo entre estes, em que a deteccdo de um patdgeno estimula a producdo desta quimiocina a fim
de recrutar linfocitos para o sitio de infecgdo, e entdo conseguirem abandonar os érgéos linfoides apGs serem
ativados por DCs nesse local e ser induzida a expressdo de CXCR3, permitindo a migragdo destes linfocitos
onde ha uma grande concentracdo do seu ligante e consequentemente agir sobre as células infectadas.

O gene USP18 codifica uma proteina da familia das deubiquitinases, ou seja, proteases capazes de
clivar ligacbes de ubiquitina ou moléculas similares dos seus substratos (Ronau, Beckmann e Hochstrasser,
2016). Componentes que sdo ubiquitinados sdo destinados a degradacdo via proteassoma, ou seja, essas
proteases teriam o papel entdo de regular a degradacdo de alguns componentes celulares dependendo do
estimulo e poderiam evitar que fossem destruidas (Glickman e Ciechanover, 2002).

Ja foi observado que a expressdo desta deubiquitinase especifica era induzida por estimulo com
interferons do tipo | (Der et al., 1998), em que foi constatado que sua superexpressdo estava atrelada a
infeccdes virais, o que foi confirmado subsequentemente por diversos estudos (Zhang et al., 1999, Ritchie et
al.,2002, Ritchie et al., 2004; Chen et al., 2016; Mladinich et a., 2017 e Nair et al., 2017). Sua expressao
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também era induzida pelo estimulo com outro meadiadores inflamatorios, como TNF-o e LPS, que apresentava

seu fendtipo revertido por knockdown desse gene (MacParland et al., 2016).

Viu-se que USP18 ¢ capaz de clivar ISG15 com especificidade, um polipeptideo de serca de 15kDa
(Farrell, Broeze e Lengyel, 1979), conjugado a substratos intracelulares de maneira similar ao que ocorre com
a ubiquitina, SUMO e Nedd8 (Loeb e Hass, 1992). Essa molécula também possuia uma sequéncia similar a
ubiquitina devido a sua antigenicidade —cruzada com anticorpos alvejando esta proteina (Blomstrom et al.,
1986 e Hass et al., 1987).

Foi observado também um aumento substancial na producéo de ISG15 sob acdo de interferons do tipo
| (Farrell, Broeze Lengyel., 1979, Der et al., 1998), assim como sob estimulo de virus (Yuan e Krug, 2001) e
LPS (Li et al., 2001) e indectavel em células em estado de homeostasia (Blomstrom et al., 1986). Em adicéo,
animais deficientes em USP18 apresentarem acumulo substancial de proteinas conjugadas a ISG15(Ritchie et
al., 2002 e Ketscher et al., 2015), o que sugeriu uma co-relacéo deste substrato com a enzima UPS18, ambas
suprareguladas sob estimulo de interferons e/ou infecgcdes (Malakhov et al., 2002). 1ISG15 também possui
algumas funcdes ja elucidadas dentro do sistema imune como agir como citocina, promovendo a ativacdo de
células NK, linfocitos T e consequente producdo de IFN-y e permitir a maturacdo de DCs (D’cunha et al.,
1996a)

Além disso, foi observado que alguns virus possuem mecanismos para escapar do sistema imune
evitando a conjugacdo das suas proteinas com ISG15 e assim estabelecer uma infec¢do. A ISGlacdo de
proteinas virais , como NS1A do virus da influenza (Zhao et al., 2010) e HPV16 L1 do papilomavirus humano
(Durfee et al., 2010) acarretava uma diminuicdo da infectividade desses agentes infecicosos. Corroborando
essas observacdes, também foi demsontrado que animais deficientes para ISG15, eram mais susceptiveis a

infeccbes por diversos tipos de virus (Lenschow et al., 2007)

O gene condificar de ISG15 ja foi identificado em peixes, aves e mamiferos, porém ndo esté presente
em eucariotos unicelulares como leveduras (Potter et al., 1999), tampouco nematodos, plantas e insetos , ndo
sendo detectado nem mesmo um um ortélogo dentro desses grupos(Malakhov et al., 2002), sugerindo ser uma
exclusividade que divergiu ha pouco tempo na arvore filogenética e possuindo mecanismos de regulagéo
distintos (Potter et al., 1999)

Hoje sabe-se que USP18 é uma alca negativa para regulacéo de respostas induzidas por IFN do tipo I,
como IFN-a e IFN-B, visto que animais nocauteados para o gene que codifica essa proteina apresentarem
hipersensibilidade a esses IFNs (Malakhova et al., 2006), ocorrendo demasiada fosforilagdo do fator de
transcricdbo STAT 1, e apresentando alta fosforilagdo do fator de transcriagdo STAT1, responsavel por
expressar grande parte dos genes relacionados com a indugéo por IFN (1ISGs) do tipo | (Malakhov et al., 2002)

, € assim tornando os animais resistentes a infeccdes com diversos tipos de virus (Ritchie et al., 2004). USP18
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bloquea a interacdo de JAK com receptor de interferon, o que resulta na inibi¢do na via JAK-STAT (Malakhov
et al., 2002)

Porém essa hipersensibilidade ao IFN do tipo | acarreta em ma formacgdo severa do cérebro e
diminuicdo da expectativa de vida (Ritchie et al., 2002). Apesar desses animais apresentarem um acimulo de
proteinas conjugadas com I1SG15, a sua adicdo (Kim et al., 2006) ou clivagem de seus substratos,pode estar

relacionadas (Ketcsher et al., 2015) ou ndo com a regulacéo dessa via (Malakhova et al., 2006).

Em humanos com sindrome de pseudo TORCH, ja foi identificado mutagdes de perda de funcéo no
gene USP18 o que acarretava alta expressdo de IFN | e consequentemente, sinais de inflamacéo no tecido
cerebral. Este quadro foi amenizado com a indugéo de expressao de USP18 (Meuwissen et al., 2016).

A superexpressdo de USP18 também foi constadada pela expressao exdgena do PRR RIG-1 em aves,
que ndo possuem o gene, mostrando tambéem expressao de genes em comum induzidas por IFN (Chen et al.,
2016). Tanto RIG-1 como outros genes da sua via foram identificadas como sendo moduladas pelo T. cruzi

em nosso trabalho (manuscrito em prepara¢ao).

Tendo em vista que nosso trabalho mostrou a modulacéo de genes induzida pelo T. cruzi em DCs, que
sdo APCs profissionais e cruciais para induzir uma resposta especifica frente ao antigeno pela apresentagdo
de antigenos e consequente ativacdo da imunidade adaptativa, talvez haja a necessidade das DCs serem
expostas a uma quantidade razodvel de antigenos, para que estimule sua ativacdo, e assim, possam ser

apresentados para linfécitos T especificos.

Ja foi demonstrado que a quantidade de antigenos disponiveis é um fator limitante para ativacdo de
uma resposta imune (Aichele et al., 1995 e Henrickson et al., 2008). Da mesma forma a quantidade de
complexos MHC-peptideos apresentada aos linfécitos T. (Irvine et al., 2002 e Henrickson et al., 2008),
principalmente em uma fase inicial de um processo infeccioso. Portanto, permitir um actimulo para
subsequente apresentacdo desses antigenos parece ser indispensavel para sobrepuljar um limiar de tolerancia
e promover a efetivacdo de uma resposta frente a um antigeno. Entdo permitir a replicagdo do patdgeno no
hospedeiro no momento inical da infeccdo seria uma estratégia plausivel e um fator determinante para induzir

a tivagéo efetiva de uma resposta imune

Isso foi confirmado por um estudo em que se observou que APCs como macrofagos da area marginal
do bago, que sdo capazes de transferir antigenos para DCs nas zonas T (Sixt et al., 2005) no momento inicial
de uma infecgdo viral, ndo sdo responsivos aos IFNs I, permitindo asism a recplicacdo do virus dentro dessas
células, e esta proliferacdo estava relacionada com a supraregulacdo de USP18. Do mesmo modo, animais
deficientes para essa deubiquitinase, apresentavam baixa replicacdo viral nos macrofagos. Além disso, animais
deficientes em USP18 e esse subtipo de macrofagos acarretou em atraso de resposta imune frente ao patdgeno

gerando em uma infeccgdo disseminada e letal (Honke et al., 2011).
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Este trabalho estd em concordancia com o que é observado também em DCs sob infeccéo viral, que
utilizando virus vivos e aptos a replicar dentro dessas células gerava, constatado pela deteccdo de formacao
de proteinas virais induziam uma resposta mais robusta de linfécitos T citotoxicos, principal tipo celular efetor
contra patdgenos intracelulares, quando comparadas com DCs infectadas com virus inativados por radiacéo
ultravioleta (Nonacs et al., 1992). Além disso, foi visto recentemente que um aumento de expressdo resulta
diminuicdo da autofagia (Xu et al., 2015), mecanismo reconhecido para promover destruicdo de patdgenos
que evadem do fagolissomo ou conseguem ser internalizados pelas células hospedeira na auséncia de

fagocitose.

De acordo com todo este embasamento fornecido pela literatura cientifica acrescida dos resultados
observados em nossas analises, podemos inferir que a superexpressao de USP18 dentro de um contexto das
primeiras horas de infeccdo de DCs humanas pelo T. cruzi, um agente intracelular obrigatério é plausivel e se
mostra como uma estratégia importante para permitir a replicacdo deste patdégeno dentro de APCs
profissionais. Isso talvez possa ser ocasionado por torna-las tolerantes aos INFs que possuem promovem a
destruicdo desse tipo de patdgeno, a fim de permitir um acimulo de antigenos até ultrapassar um limite que
permitisse a ativacdo dessas celulas, e assim estas se tornariam aptas a ativar linfocitos T que fossem

responsivos aos antigenos do parasito.

Isso poderia possibilitar a ativacdo de uma resposta mais robusta desencadeada pelo contato inicial e
mais tardia, o0 que poderia ser um ponto de regulacdo temporal importante, permitindo que o sistema imune
inato interpretasse a “ameaga” ¢ conseguisse estabelecer um grau de periculosidade para o agente exdgeno
detectado, comparando de acordo com a capacidade de replicacédo do parasito dentro do organismo hospedeiro
antes de “gastar” seus recursos com um agente provavelmente ndo patogénico ou com baixa patogénecidade

dentro daquela situacéo.

Além disso, USP18 sendo um regulador negativo da resposta induzida por interferons do tipo | (os
quais sdo estimulados pela detec¢do de patdgenos intracelulares a fim de frear a replicacdo destes e de
promover respostas contra agentes que geralmente sao adaptados para driblar os mecanismos imunes classicos
para destrui-los no interior das células) pode ser considerado um mecanismo de extrema importancia para
evitar uma ativacao macica de resposta frente aquele antigeno e até mesmo desproporcional a patogenecidade
do agente e assim gerar danos teciduais exarcebados e promover uma patologia por uma resposta desenfrada

do hospedeiro e ndo pelo grau de periculosidade do agente infeccioso.

Visto que neste trabalho atual foi analisado apenas as horas iniciais de contato do patdégeno com o
hospedeiro, é importante ressaltar que esse nao fornece subsidio suficiente para afirmar com certeza se a
supraregulacao desta deubiquitinase que atua como regulador negativo € uma estratégia do proprio hospedeiro
para regular a resposta imune ou se um mecanismo de escape do T. cruzi para adiar sua detetccdo e auxiliar

no seu estabelecimento dentro da célula. Seria necessaria uma analise de periodos mais tardios da infeccao
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para ver se este comportamento ainda se repete, pois se a supraregulagdo de USP18 for sustentada por muito
tempo mesmo com uma alta parasitemia, dificultando uma resposta, poderia acarretar em uma infecgéo
disseminada e risco inerente ao hospedeiro para se entender com mais clareza como se da a regulacdo da

resposta e como esta é modulada pelo patdgeno dentro da patologia.

Além disso, é crucial enfatizar que analises apresentadas aqui se limitam a niveis de transcritos
referentes a genes condificadores de proteinas que foram induzidos na DCs de humanos sob estimulo pelo T.
cruzi, portanto ndo refletindo necessariamente a modulacdo das suas proteinas correspondentes, as quais séo
as que de fato realizam as a¢Ges dentro organismo e possuem o papel biolégico. Uma abordagem importante
que necessita ser testada € analisar se esses transcritos refletem em nivel proteico, para assim se afirmar com

veeméncia que a expressdo diferencial desses genes possuem de fato essas fungdes dentro da infeccao.

Isso pode ser visto por exemplo pela detec¢ao de citocinas mensuradas do sobrenadante provenientes
da infecgdo. No transcriptoma realizado, duas das citocinas mensuradas apareceram diferencialmente
expressas (IL-10 e TNF). Como foi visto, TNF apresentou uma expressdo aumentada na condigéo controle
guando comparada com a infectada, o que é condizente com a analise dos transcritos. Porém IL-10 ndo teve

diferenca significativa.

Algumas provaveis explicacdes podem ser especuladas para esse resultado. As DCs além de
produzirem IL-10 também expressa o receptor que a reconhece, portanto, a citocina disponivel no meio poderia
estar sendo consumida a medida que ligam aos seus respectivos receptores nas DC em uma velocidade maior
do que é produzida,ndo gerando diferenca significativas, podendo promover uma regulacdo autocrina. Apesar
de DCs també possuirem receptor para TNF, essas podem estar sendo produzidas em grande escala, permitindo
seu acimulo no meio, 0 que é condizente com uma condicdo de infeccdo onde quantidades macicas de

mediadores pro-inflamatorios sdo produzidos.

Apesar de IL-10 ser uma citocina com efeitos negativos para possibilitar uma ativacdo de resposta
pelas DCs, esta também é produzida sob condi¢fes de infeccdo, podendo sinalizar uma regulacdo negativa
apara atenuar uma ativacdo em massae poder acarretar em danos ao hospedeiro que ndo pudessem ser

controlados.

Além disso, outra explicacdo plausivel seria que apesar da quantidade aumentada de transcritos
referentes a IL-10, este poderia ndo estar sendo convertido para sua proteina correspondente ou o tempo em
que foi mensurado ndo permitiu a sua conversédo, devido a uma regulacdo pés-transcricional. Uma regulacéo
pos-traducional poderia também ser possivel, em que 0 mMRNA poderia estar sendo convertido em proteinas,

porém sua estabilidade fosse curta, ndo tendo tempo habil para ser detectado.

Por mais que ndo tenha validade estatistica, pois esse caso especifico foi feito apenas com uma réplica

de cada doador, ao contrério da demais que foi realizado uma triplicata, devido a falta de reagdes disponiveis
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até o momento, o fato de ndo ter sido expresso IL-12 em nenhum dos doadores pode ser algo condizente dentro
do estudo. Apesar de 1L-12 ser uma citocina de extrema importancia na resposta imune dentro da doenga de
Chagas por acarretar a diferenciacao de linfdcitos virgens em Thl e as DC ser a principal fonte dessa citocina,
ndo necessariamente implica que essa célula é incpaz de induzir essa diferenciacdo. O que € importante se
levar em conta é que essa é uma da raras citocinas que sdo heterodiméricas, compostas pela subunidade IL-
12p40 e 1L-12p35, e neste ensaio foi mensurada a sua forma completa (IL-12p70), pois j& foi visto que o
reconhecimento de alguns PAMPs por TLRs distintos também reflete uma expressdo diferencial dessa
citocina, sendo que estimulo de TLR4 promove tanto a expressdao de 1L-12p35 como IL-12p40, enquanto
estimulo de TLR2 promove apenas a expressdo de IL-12p40, o que ndo promoveria a formagdo completa da
citocina dependendo do TLR preferencialmente estimulado (Re & Stromiger, 2001). Além do mais, outro
estudo mostrou haver a necessidade de estimulo por meio de IFN- y para induzir a expressdo de IL-12p35,
mesmo havendo estimulo com LPS, poli(l:C) e CD40 (Goriely et al., 2001), o que corrobora com o0s dados em
que ndo houve aumento de expresséo IFN-y, o que pode explicar essa citocinas na sua forma bioativa néo ter
sido detectada.
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7. CONCLUSAO

Este estudo proporcinou pela primeira vez visualizar genes que até entdo ndo estavam relacionados
com a infeccdo pelo T. cruzi, como TNFSF18, CXCL9 e USP18, abrindo novos horizontes para se estudar as
relagOes diferentes e permitir estudos mais aprofundados nesses novos candidatos para entender a patologia.
Este entendimento acerca da expressao génica induzida pelo T. cruzi em DCs sera decisivo para guiar nossos
estudos daqui em diante, como também pode influenciar o estudo de outros grupos, que em conjunto permitira

um entendimento mais acurado sobre a doenca e sua provavel resolucéo.

Também mostrou que ndo necessariamente o nivel de transcritos detectados ap0s infec¢éo € compativel
com a quantidade das suas respectivas proteinas, apesar do nivel de ambos em algums genes ser
correspondente, podendo haver uma regulacéo pos-trancricional ou pos-traducional, ou o tempo em geu se foi

analisado ndo foi o suficiente para a conversao do transcrito em sua proteina correspondente em alguns casos.
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Figura 1S. Obtencéo de eficiéncia acima de 90% dos pares de iniciadores selecionados para
validagdo de genes por gPCR. Gréficos referentes a curva de amplificacdo de diferentes diluicdes de
cDNA utilizando os pares de iniciadores para cada alvo (painel superior esquerdo), a deteccdo de
fluorescéncia dos alvos ao longo dos ciclos para cada diluicéo (painel inferior esquerdo) e as curvas de
desnaturacdo obtidas para cada diluicdo mostrando a temperatura em que se obteve a separagdo da
metade das fitas amplificadas e liberagdo de fluorescéncia.
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