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RESUMO

As células dendriticas (DCs), como as mais potentes células apresentadoras de
antigenos, sdo importantes na ligagcdo entre imunidade inata e adaptativa.
Dependendo de muitos fatores, estas células podem modular respostas, influindo
no desenvolvimento de doencas complexas como a doenca de Chagas. Assim, o
entendimento da interacdo inicial entre o sistema imune e o Trypanosoma cruzi
pode revelar novos alvos estratégicos de estudo e tratamento para esta doenca.
Nesse contexto, o presente trabalho simula o contato inicial parasito-DC em uma
infeccdo natural com o objetivo de estudar a modulagéo génica funcional das DCs
nessas condi¢des. O transcritoma de DCs humanas apés 12 h de interagdo in vitro
com o parasito foi analisado e validado aqui. Uma grande variacéo foi encontrada
entre doadores e entre amostras infectadas e controle, onde 468 genes mostraram
expressao diferencial, incluindo genes de proteassoma, ubiquitinacéo, ISGilacéo e
relacionados com resposta imune. Entre as vias de interesse que foram
diferencialmente moduladas estao a via de resposta a virus e a via dos NLRs, pouco
estudadas dentro do contexto da interacdo DCs-T. cruzi. Os genes USP18, CXCL9,
TNFSF18, WNT5B, PLCB2, OASL, MX1 e GPB4 e as citocinas IL-10, IL-1B, IL-8 e
TNF foram selecionadas para a validacdo do transcritoma, conseguindo corroborar
as andlises feitas. Finalmente, experimentos preliminares com DCs de camundongo
foram feitos estimulando a via de resposta viral e avaliando a resposta nas células
murinas. Este € o primeiro transcritoma de uma célula imune em contato com o T.
cruzi; ea visdo detalhada da resposta de uma célula apresentadora de antigenos
ante o parasito sera de ajuda para o entendimento da evolucédo diferencial dos
individuos infectados da doenca de Chagas, demonstrando, ademais, que uma via

amplamente estudada é de fundamental importancia desse primeiro contato.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, inflamassoma, tripomastigotas metaciclicos,

transcritoma, infeccéo viral, células dendriticas.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs), as the most potent antigen-presenting cells, are a key in linking
innate and adaptive immunity. Depending on many factors, these cells can modulate
responses, influencing the development of complex diseases such as Chagas
disease. Understanding the initial interaction between the immune system and
Trypanosoma cruzi may reveal new strategic study and treatment targets for this
disease. In this context, the present study simulates the initial parasite-DC contact
in natural infection to study the functional gene modulation of DCs under these
conditions. The transcriptome of human DCs after 12 h of in vitro interaction with the
parasite was analyzed and validated here. A considerable variation was found
among donors and between infected and control samples. Four hundred sixty-eight
genes showed differential expression, including proteasome, ISGylation, and
ubiquitination genes and genes related to immune response. Among the interesting
pathways that have been differentially enriched, the virus response pathway and the
signaling pathway by NOD-like receptors were found, which are little studied within
the context of the DCs-T. cruzi interaction. USP18, CXCL9, TNFSF18, WNT5B,
PLCB2, OASL, MX1, GPB4 genes and IL-10, IL-1B, IL-8, and TNF cytokines were
selected for transcriptome validation, managing to corroborate the analyzes made.
Finally, preliminary experiments with mouse DCs were done by stimulating the viral
response pathway and evaluating the response in murine cells. The first
transcriptome of an immune cell in contact with T. cruzi and its detailed view of an
antigen-presenting cell's response to the parasite will help to understand the
differential evolution of infected individuals with Chagas disease. Furthermore, this
transcriptome demonstrates that a widely studied pathway is of fundamental

importance for this first contact.
Keywords:

Chagas disease, inflammasome, metacyclic trypomastigotes, transcriptome, virus

infection, dendritic cells.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € uma doenca
parasitaria endémica que afeta aproximadamente sete milhdes de pessoas na
Ameérica Latina, com estimativa de mais de 65 milhdes em risco de contrair a doenca
(PAHO, 2017; WHO, 2020). A doenca tornou-se um problema de saude global,
principalmente por causa da migracdo de individuos infectados. Por exemplo,
existem mais de 120.000 casos agora registrados na Europa, mais de 300.000 nos
EUA, e relatorios oficiais estimam mais 10.000 casos no Japéao, Australia e Canada
(SCHMUNIS; YADON, 2010; IMAI et al., 2015; WHO, 2018).

Esta € uma doenca transmitida através de insetos vetores da subfamilia
Triatominae (CHAGAS, 1909). Sua transmisséo oral € de crescente importancia
epidemioldgica, com surtos frequentes de casos agudos e, as vezes, letais. Nestes
episodios, o T. cruzi é adquirido por meio de alimentos ou bebidas contaminados
com insetos ou fezes/urina de insetos (YOSHIDA, 2009; SHIKANAI-YASUDA;
CARVALHO, 2012). Em paises ndo endémicos, a transmissdo ocorre
principalmente por meio de transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos ou
transmissao vertical de mae para filho (SCHMUNIS, 2007).

A doenca de Chagas usualmente manifesta-se em fase aguda e cronica. A
fase aguda, € normalmente assintomatica ou com sintomas leves, que incluem
febre, inflamacdo no local da infecgéo, inflamacéo dos linfonodos e, em alguns
casos, hepatomegalia. J4 na fase crbnica 30% a 40% dos individuos infectados
evoluem para as formas clinicas conhecidas de pacientes chagasicos:
cardiomiopatia, megacélon ou megaesodfago (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015;
PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Ademais, aproximadamente 2% dos individuos
gue ndo conseguem controlar a alta parasitemia caracteristica da fase aguda
morrem por miocardite aguda ou meningoencefalite, sendo estes, principalmente,
criancas, individuos imunossuprimidos e aqueles infectados mediante a ingesta de
alimentos contaminados onde a carga parasitaria é alta (SHIKANAI-YASUDA;
CARVALHO, 2012; MACHADO et al., 2013; DE ALBUQUERQUE et al., 2018).
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Os problemas cardiacos sdo os mais frequentes e graves entre as formas
clinicas apresentadas durante a fase crbnica. Estes representam 14% a 45% dos
pacientes sintomaticos, que entre sinais iniciais podem mostrar bloqueios e
anormalidades nas paredes do coracdo, como focos de inflamacao, areas de
fibrose, dilatagdo ventricular, e areas acinéticas ou discinéticas, entre outras;
enquanto que na fase tardia poderdo ser vistos bradicardia, bloqueios
atrioventriculares e intraventriculares de alto-nivel, taquicardia ventricular
sustentada, aneurisma, embolia e cardiomiopatia dilatada progressiva com
insuficiéncia cardiaca congestiva (RASSI; RASSI; RASSI, 2001). Por outro lado, as
manifestacdes gastrointestinais sdo menos comuns. Estas representam 10% a 21%
dos casos e acontecem com maior frequéncia no cone sul de América do Sul
(Argentina, Chile, Uruguai e o sul do Brasil). Pacientes com megaesotfago
apresentam risco aumentado de apresentar cancer de esbfago, enquanto que o
desenvolvimento de megacolon esta relacionado com a obstrucdo do transito
intestinal pelo endurecimento das fezes, torcdo do intestino e isquemia intestinal
(DE OLIVEIRA et al., 1998).

O resultado da infeccdao depende da combinacdo de muitos processos
complexos, com uma previsdo precisa sobre a progressdo para a fase crbnica
permanecendo um desafio. Os eventos imunolégicos na fase aguda influenciam o
desenvolvimento de uma resposta protetora ou patogénica em estagios posteriores
da doenca de Chagas. Isto porque o reconhecimento do parasito, a apresentagéo
de antigenos para ativacdo da resposta adaptativa e a eliminacdo da maior parte da
carga parasitaria acontece nessa fase. Disto dependera se poucos parasitos
conseguem evadir a resposta imune e o desenvolvimento de células de memaria
especificas contra T. cruzi (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014). Da mesma forma,
a diversidade genética do parasita e o tropismo de tecidos, o in6culo e a rota de
transmissao, juntamente com o historico genético do hospedeiro, a idade e as
condi¢cdes nutricionais, podem modular os mecanismos imunologicos e de
patogénese (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; BONNEY; ENGMAN, 2015)

Atualmente, o Unico farmaco disponivel na maior parte da América Latina

7

para o tratamento da doenca de Chagas é o benzonidazol ao que se lhe tem
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atribuido mecanismos de acdo inespecificos para a eliminagdo do parasito
(RIBEIRO et al., 2020). No entanto, estudos randomizados recentes demostraram
gue o benzonidazol somente reduz a carga parasitaria, mas ndo conduz a nenhuma
melhoria clinica nos pacientes com cardiomiopatia chagésica estabelecida.
Adicionalmente, os efeitos secundarios séo tao frequentes e sérios que a maioria
dos pacientes ndo consegue finalizar o tratamento (MORILLO et al., 2015; RASSI;
MARIN-NETO; RASSI, 2017). Considerando que os dois medicamentos atualmente
em uso (Benzonidazol e Nifurtimox) tem mais de 40 anos, com eficacia limitada
(principalmente na fase aguda) e com relatos crescentes de resisténcia do parasita,
causando efeitos adversos graves, incluindo dano hepatico (WILKINSON et al.,
2011; MORILLO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2020), o desenvolvimento de
tratamentos inovadores para a doenca é urgente. Além disso, nenhuma vacina

avancou ainda para o estagio de ensaio clinico (RIOS et al., 2019).

1.1. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico desta doenca e apresenta uma
Gnica mitocdndria com uma regido especifica contendo grande quantidade de DNA
em forma de minicirculos e maxicirculos chamada cinetoplasto, particularidade da
familia Trypanosomatidae (CAVALIER-SMITH, 2002; DE LANA; MARQUES;
MACHADO, 2010; CAVALCANTI; DE SOUZA, 2018). Este tripanossomatideo
apresenta diferentes estagios de desenvolvimento ao longo de um ciclo de vida
complexo que se da entre um hospedeiro invertebrado (vetor) e um hospedeiro
mamifero (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Insetos da subfamilia Triatominae
podem ser infectados mediante a ingesta de sangue contaminado. Este sangue
contém as formas tripomastigotas, infectivas mas nado proliferativas, que se
diferenciam em epimastigotas no intestino médio do inseto vetor. Os epimastigotas
sao formas proliferativas néo infectivas que nao sobrevivem ao sistema
complemento no sangue de mamiferos. Estas formas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos (TMs) no intestino posterior dos triatomineos onde o
meio é restrito em nutrientes. Os TMs séo expelidos nas fezes do inseto apés um

novo repasto, facilitando sua entrada por meio de feridas ou contato com tecidos
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mucosos no hospedeiro mamifero. Estas formas infectivas e nédo proliferativas tém
a capacidade de infectar qualquer célula mamifera nucleada. Durante a infec¢éo da
célula hospedeira, os parasitos secretam fatores que destroem o vacuolo
parasitoforo e uma vez no citoplasma, diferenciam-se em amastigotas, formas
pouco infectivas e proliferativas, as quais se dividem por fissdo binaria com um
tempo de duplicacdo de aproximadamente 14 h, dependendo da cepa. Apés
sucessivas divisfes, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que podem
infectar novas células ou serem ingeridos por outro inseto vetor para recomecar o
ciclo (Figura 1) (DE LANA; MARQUES; MACHADO, 2010; BERN, 2015; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).
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Figura 1. Ciclo de vidado T. cruzi. Modificada de (BERN, 2015).

Especificamente, os TMs apresentam uma expressao proteica e uma

morfologia Unica que estabelece a interacdo com o hospedeiro de uma forma
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totalmente diferente quando comparada com amastigotas e tripomastigotas
sanguineos (TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986; YOSHIDA, 2006; BAYER-SANTOS et al.,
2013). Estas sao as principais formas com as que o hospedeiro mamifero tem
interacdo no inicio da infeccdo, e as que apresentam de maneira exclusiva as
glicoproteinas de membrana gp82 e gp90, membros da familia trans-sialidases que
medeiam a invasdo do parasito na célula hospedeira (ATWOOD Il et al., 2005;
BAYER-SANTOS et al., 2013). A molécula gp82 € reconhecida no hospedeiro
mediante a proteina LAMP2 e induz um incremento temporal da concentracéo de
Ca?* na célula hospedeira, favorecendo o recrutamento de lisossomos no lugar da
entrada (DORTA et al., 1995; RODRIGUES et al., 2019). Esta molécula também
medeia a interacdo dos TMs com a mucina gastrica e facilita sua penetracdo nas
células epiteliais das mucosas, fazendo os TMs a forma mais eficiente durante a
infeccdo oral (NEIRA et al., 2003; YOSHIDA, 2006). Por outro lado, a molécula gp90
tem um efeito antifagocitico, removendo residuos de glicose necessarios para a
internalizacdo, assim como a ndo mobilizacdo de Ca?* apds sua ligacdo com a
célula hospedeira. Esta molécula é digerida facilmente pela pepsina gastrica,
favorecendo a infec¢cdo do parasito por via oral (COVARRUBIAS et al., 2007; DE
SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).

Caracterizado por seu grande polimorfismo, o T. cruzi tem sido classificado
segundo marcadores genéticos, moleculares ou imunoldgicos em diferentes DTUs
(em inglés Discrete Typing Units: Tcl a TcVI e TcBat), que se distribuem
diferencialmente ao redor do continente americano e apresentam diferentes
tropismos teciduais (MELO; BRENER, 1978; ZINGALES et al., 2012). Anélises de
clones derivados de cepas selvagens confirmaram uma variabilidade genética de
até 48% entre as cepas de T. cruzi (LEWIS et al., 2009). Isto somado a possivel
recombinacdo natural entre elas demostram a grande diversidade genética do
parasito, dificultando sua classificacdo (ZINGALES, 2018). Por exemplo, no cone
sul da América do sul Tcll, TcV e TcVIl sdo predominantes, os trés podendo
desenvolver cardiomiopatias ou sindrome dos megas; enquanto que da linha do
Equador ao norte, o Tcl é o mais encontrado nos individuos infectados e a
cardiomiopatia € mais comum (ZINGALES et al., 2012; ZINGALES, 2018).
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Adicionalmente, diferencas nas estruturas da membrana nas cepas do parasito
influem no reconhecimento pelo hospedeiro, podendo ativar receptores de forma
diferencial, desencadeando respostas diferentes (CARREIRA et al., 1996; DE
SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; GIL-JARAMILLO et al., 2016). Portanto,
o fator linhagem nédo pode ser esquecido e serd fundamental para o entendimento
da evolucéao diferencial da doenca de Chagas.

A linhagem CL Brener do T. cruzi, usada no presente trabalho, foi obtida a
partir da clonagem da cepa CL, que por sua vez foi obtida de Triatoma infestans no
Rio Grande do Sul, Brasil (BRENER; CHIARI, 1963). Este clone pertencente a DTU
TcVI é um hibrido das DTUs Tcll e Tclll, e € o mesmo clone usado como organismo
de referéncia no projeto Genoma de T. cruzi (STURM et al., 2003; EL-SAYED et al.,
2005). ADTU TcVI se caracteriza pela sua presenca no cone sul de América do Sul,
ciclos principalmente domésticos e vetor ou hospedeiro silvestre desconhecido,
podendo apresentar tanto cardiomiopatia quanto sindrome dos megas nos
individuos infectados (ZINGALES et al., 2012). As caracteristicas da cepa para sua
escolha como referéncia para a montagem do genoma incluem ter sido isolada de
um vetor na natureza, susceptibilidade ao tratamento quimioterapico, tropismo por
células musculares e sintomas claros durante a fase aguda (ZINGALES et al.,
1997).

1.2. Resposta imune do hospedeiro mamifero

Durante a fase aguda, células NK, macrofagos, DCs e linfécitos T e B, assim
como a producdo de citocinas pro-inflamatoérias como IFN-y, TNF-a e IL-12 s&o de
grande importancia para o controle e eliminacdo do parasito (MACHADO et al.,
2013). Entre as moléculas reconhecidas pelas células da imunidade inata, sabe-se
gue externamente as GPI-mucinas, nha membrana do T. cruzi, ativam o TLR2/6 e os
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) ativam o TLR4. Intracelularmente os motivos de
CpG no DNA estimulam o TLR9, o RNA do parasito pode ativar o TLR7, e algumas
proteinas do parasito podem ativar o inflamassoma (DE SOUZA; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010; CARDOSO et al., 2016). As células NK, apds reconhecerem

moléculas de superficie do parasito, séo as primeiras produtoras IFN-y, necessario
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para a ativacdo de macrofagos e DCs, que irdo proporcionar um ambiente pro-
inflamatorio requerido para a ativacdo da imunidade adquirida (ANDRADE;
GOLLOB; DUTRA, 2014). Adicionalmente, a fungéo citotoxica das células NK tem
um papel importante na eliminacao inicial do parasito e em modelo murino foi visto
que a deplecdo destas células resulta em susceptibilidade e impossibilidade de
controle da infecgdo (CARDILLO et al., 1996; UNE; ANDERSSON; ORN, 2003).

Mondcitos, DCs e macrofagos sdo fundamentais para o estabelecimento do
meio pro-inflamatério que dirigira a ativacdo e polarizagéo linfocitaria necesséria
para o eficiente controle do parasito. Estes sdo os principais produtores da citocina
IL-12 que estimulara a polarizacdo tipo 1 nos linfocitos T auxiliares no inicio da
infeccdo. Mudltiplos estudos em camundongos que nao expressam esse gene
mostraram aumento na parasitemia e mortalidade (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ,
2018). Outra importante funcdo destas células fagociticas é a de eliminar o parasito
por meio do estresse oxidativo produzido no vacuolo parasitéforo. No entanto, o T.
cruzi conta com uma rede metabdlica antioxidante que permite sua sobrevivéncia e
escape (CARDOSO et al.,, 2016). Portanto, somente uma célula fagocitica
especializada, ativada pela imunidade adquirida, sera eficiente para a eliminacéo
do parasito (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018). Com relacdo aos neutrofilos,
também células fagociticas, observa se que séo fortemente ativados apos interagir
com o parasito, produzindo TNF e IL-12, mas que sofrem apoptose associada a
expressao do receptor do TNF e de FasL, o que poderia ser um mecanismo redutor
da resposta imune do hospedeiro mamifero (MAGALHAES et al., 2017).

Os linfécitos T e B sdo necessarios para a completa ativacdo do sistema
imune; sua retroalimentacao para as células efetoras mediante a producédo de IFN-
Y, sua agao citotoxica e a produgéo de anticorpos € fundamental para a eliminagao
do parasito nos tecidos. Mas durante a infec¢éo pelo T. cruzi sua ativagao parece
retardada por mecanismos de evaséo do parasito (OUAISSI et al., 2001; BASSO,
2013). Na fase aguda linfécitos T auxiliares séo ativados, mas a aparicdo de
linfocitos T citotoxicos especificos para antigenos de T. cruzi acontece somente no
final desta fase. Algumas moléculas do parasito, como SAPA (Shed acute phase

antigen), desencadeiam uma inibi¢cdo da proliferacéo dos linfécitos T, enquanto que
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as glicoproteinas de membrana podem inibir a expresséo dos receptores da citocina
de proliferacéo IL-2. Ademais, T. cruzi tem mostrado capacidade de incrementar a
expressdo de Fas em células T CD8 especificas para antigenos do parasito assim
como a morte celular das células B (OUAISSI et al., 2001; TZELEPIS et al., 2006;
ALVAREZ et al.,, 2014; CARDOSO et al., 2016; DOS SANTOS et al.,, 2020).
Também é conhecido que a ativacado retardada das células apresentadoras de
antigenos pode ser mais uma explicacdo para o desenvolvimento demorado da
resposta adaptativa (BOUSSIOTIS et al., 1996; PLANELLES et al., 2003; BATALLA
et al., 2013; PONCINI et al., 2015; GIL-JARAMILLO et al., 2016). Testes in vivo
usando DCs contendo peptideos de T. cruzi mostraram a inducéo de células T CD4
Foxp3 regulatérias que suprimem a ativacao dos linfécitos T CD8 via CTLA-4 e TGF-
B (ERSCHING et al., 2016).

Alta producdo de anticorpos do tipo IgM e IgG contra o protozoario €
observada durante o final da fase aguda, assim como ativacdo policlonal e alta
proliferacédo de linfocitos B (ANTAS et al., 1999; BASSO, 2013). A subclasse IgG é
a principal envolvida na eliminacdo do parasito em nivel local e sistémico por meio
de mecanismos como fixac&o do sistema complemento, aglutinacao e citotoxicidade
(BASSO, 2013; ALVAREZ et al., 2014). No entanto, esta ativacao policlonal e a alta
producao de anticorpos pode ser uma das causas do fendmeno autoimune mediado
por anticorpos autorreativos (DE BONA et al., 2018). Isto se encontra respaldado
por hibridomas obtidos a partir de camundongos infectados por T. cruzi, que
mostraram uma baixa ligacdo ao parasito, mas alto reconhecimento de estruturas
naturais do hospedeiro, como actina, tubulina, miosina, queratina, entre outras
(MINOPRIO et al., 1989).

Alguns estudos tém demonstrado que as fases aguda e crbnica da doenca
de Chagas requerem uma polarizacéo diferente. Um perfil T auxiliar do tipo | na fase
aguda garante a eliminag&o do parasito através do estresse nitroxidativo ativado em
células efetoras retroalimentadas com as citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a
que sado produzidas pelos linfoécitos Thl; enquanto que uma resposta regulatéria
gue controle a inflamacé&o exacerbada, sem imunossuprimir a resposta celular até

um nivel de permitir um incremento na parasitemia, previne as formas clinicas da
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fase cronica (Figura 2) (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; DUTRA et al., 2015;
CARDOSO et al., 2016).

___________

__IN_F_-_(_I'__E - - | Producio de anticorpos |
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Figura 2. Polarizagdo da resposta imune durante a doenca de Chagas. Moléculas proinflamatorias
(vermelho) sdo fundamentais para o controle da parasitemia na fase aguda, mas as moléculas anti-
inflamatodrias (azul) protegem contra os danos teciduais causadores da doenca. Modificada de
(ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014).

Assim, as hipdteses da autoimunidade e do dano tecidual causado por
respostas inflamatérias descontroladas foram as principais explicacdes para a
aparicao diferencial das formas clinicas em certos individuos infectados. Além do
estudo de Minoprio e colaboradores em 1989, outros trabalhos demostraram
interacéo citotoxica de linfécitos especificos para antigenos do T. cruzi em células
cardiacas nao infectadas, e um atague imunolégico especifico para células
cardiacas e neurdnios. Igualmente, o fato de ndo achar ninhos de amastigota em
coracbes chagasicos fortaleceu esta hipotese (TEIXEIRA et al., 2011).
Adicionalmente, a liberacdo pela ruptura de tecidos ap0s a saida dos

tripomastigotas de antigenos proprios normalmente ndo expostos, assim como de
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mediadores de inflamacéo, pode acarretar na producéo de anticorpos autorreativos
resultando em autoimunidade (BONNEY; ENGMAN, 2015; DE BONA et al., 2018).
No entanto, nos ultimos anos, tém-se gerado evidéncias de que a presenca do
parasito é necessaria para o estabelecimento da doenca; novas tecnologias
facilitaram a localizacdo de antigenos nos coracfes dos pacientes com
cardiomiopatia chagasica, mas nao naqueles na fase indeterminada, a obtencéo e
amplificacdo de DNA do protozoario em tecidos de pacientes com os sindromes dos
megas, e inclusive a visualizacdo do parasito nos tecidos de camundongos
cronicamente infectados (HYLAND et al., 2008; ALVAREZ et al., 2014; LEWIS et
al., 2015, 2018).

1.3. As DCs na doenca de Chagas

Um dos momentos no qual sabe-se que ocorre a manipulagéo da resposta
imune pelo parasito € na ligacdo entre a resposta imune inata e a adaptativa, onde
células apresentadoras de antigenos como as DCs exercem sua funcdo (VAN
OVERTVELT et al., 1999; BRODSKYN et al.,, 2002; OUAISSI et al., 2002; VAN
OVERTVELT et al., 2002; ALBA SOTO et al.,, 2003; PLANELLES et al., 2003;
PONCINI et al., 2008; DA COSTA et al.,, 2014; GIL-JARAMILLO et al., 2016;
BARBOSA et al., 2019). Estas células apresentadoras de antigenos sao
consideradas as mais especializadas, pois reconhecem e internalizam antigenos no
lugar da infeccdo, amadurecendo e migrando desde os tecidos periféricos até os
linfonodos para apresenta-los (BANCHEREAU et al., 2000). Existem diferentes
subtipos residentes de DCs, algumas associadas a pele e mucosas, como as
células de Langerhans, que sao as primeiras células potenciais a serem estimuladas
pela entrada do parasito no hospedeiro junto com outros subgrupos que chegaréo
no lugar da infec¢éo nas proximas horas (KELLY; HWANG; KUBES, 2007; LUTZ et
al., 2017). Portanto, como primeira linha de combate, a capacidade das DCs de
ativar linfocitos T virgens sera um ponto chave no controle da infec¢ao no inicio da
fase aguda (COLLIN; MCGOVERN; HANIFFA, 2013).

Para ativar linfécitos T virgens, as DCs precisam acionar 3 sinais principais:

apresentacdo de antigenos por meio do complexo MHC | e Il, expressdo de

10
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moléculas coestimulatorias e produgdo de citocinas (DEN HAAN; ARENS; VAN
ZELM, 2014). No que diz respeito ao primeiro sinal, multiplos estudos tém
demostrado que o T. cruzi tem a capacidade de reduzir a expressao do MHC-II
mediante um mecanismo ainda desconhecido. Isto foi visto em diferentes subtipos
de DCs obtidas a partir de camundongos de diferentes linhagens, e usando diversas
cepas do parasito (ALBA SOTO et al., 2003; PONCINI et al., 2008; BARBOSA et
al., 2019). Em um estudo usando DCs derivadas de monécito (MoDCs), Poncini e
colaboradores monitoraram a maturacao, migracao e eficiéncia na apresentacao de
antigenos destas células apés uma infec¢éo intradérmica em camundongos. Neste
caso, todos os subtipos de DCs obtidos apresentaram uma menor expressao do
MHC-II, com excecao das iDCs (DCs nao migratérias) e das DCs CD8a* ou DCs
classicas (PONCINI; GONZALEZ-CAPPA, 2017). De maneira interessante, foi visto
que a saliva dos triatomineos pode manipular a resposta das DCs ao parasito, e
consistentemente, todas as espécies testadas desencadearam uma reducdo no
MHC-1I (MENDES et al., 2016). O panorama € o mesmo em humanos onde MoDCs
de doadores mostraram expressdo menor do complexo apresentador de antigeno
classe | ou Il ap0s interagirem com o T. cruzi ou seus fatores liberados no meio
(VAN OVERTVELT et al., 1999, 2002; BRODSKYN et al., 2002). Somente um dos
estudos demonstrou maior expressdao do MHC-II apds o reconhecimento da
proteina Tc52 do parasito pelo TLR2 (OUAISSI et al., 2002). Portanto, parece que
a resposta e ativacao das DCs depende em parte de como é reconhecido o parasito.
A Figura 3 resume o encontrado até agora em relacdo ao reconhecimento do T.
cruzi pelas DCs, onde em rosa sao apresentadas as interacées que significariam
resisténcia do hospedeiro, e em azul as que desencadeariam susceptibilidade (GIL-
JARAMILLO et al., 2016).
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Figura 3. Reconhecimento do T. cruzi pelas DCs. O reconhecimento de diferentes antigenos do T. cruzi
por diferentes receptores nas DCs desencadeia diferentes resultados. Resisténcia e susceptibilidade do
hospedeiro sdo mostradas em rosa e azul, respectivamente. M: obtido em modelo murino; H: obtido em
modelo humano. Modificada de (GIL-JARAMILLO et al., 2016).

Referente ao segundo sinal, os estudos em camundongos e distintas
linhagens do T. cruzi demostraram a diminuicdo das moléculas coestimulatérias
CD80, CD86, CD83 e CD40, assim como o aumento da expressdao da molécula
inibitéria PD-L1 (PLANELLES et al., 2003; DA COSTA et al., 2014; BARBOSA et
al., 2019). Em humanos, dois trabalhos obtiveram resultados similares aos do
modelo murino (VAN OVERTVELT et al.,, 1999; BRODSKYN et al.,, 2002), mas
alguns apresentaram resultados contraditorios. Ouaissi e colaboradores obtiveram
uma maior expressao de CD86 e CD83 nas DCs ap0s interagirem com a molécula
Tc52 do T. cruzi (OUAISSI et al., 2002). Outro estudo demonstrou que as ceélulas
nao infectadas, mas que tinham interagido com o parasito, expressavam mais CD80
e CD83 (RODRIGUEZ; CARLIER; TRUYENS, 2012). E finalmente, Magalhaes e
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colaboradores obtiveram maior expressao de CD80 e CD86 em DCs infectadas com
a cepa Col cl1.7, mas ndo com a cepa Y (MAGALHAES et al., 2015). E possivel que
dependendo da cepa e dos marcadores mais expressos em cada, do doador, do
subtipo de DCs e dos receptores expressos no momento da infecgédo, a resposta
sera diferente, e no geral, cepas mais virulentas inibem a expressédo das moléculas
coestimulatorias (GIL-JARAMILLO et al., 2016).

Por ultimo, no terceiro sinal de ativacdo, tanto o modelo humano quanto o
murino evidenciaram o aumento induzido pelo T. cruzi da produgéo das citocinas
anti-inflamatérias IL-10, TGF-B e IL-4 e a inibicdo o diminuicdo de IL-12 e TNF-a
(VAN OVERTVELT et al., 1999; BRODSKYN et al., 2002; PLANELLES et al., 2003;
PONCINI et al., 2010; DA COSTA et al., 2014; BARBOSA et al., 2019). Por outro
lado, Magalhdes e colaboradores demostraram que esta expressdo depende da
cepa, pois as duas cepas testadas (Y e Col cl1.7) conseguiram estimular maior
producdo de TNF-qa, IL-10 e IL-12 nas DCs humanas infectadas, e IL-10 nas DCs
“espectadoras” (ndo infectadas mas que interagiram com o parasito). No entanto a
producgéo de IL-10 foi significativamente maior nas DCs infectadas com a cepa Col
cl1.7 (MAGALHAES et al., 2015). H& outros estudos que tem em conta diferentes
condicBes além da infeccdo. Em 2010, Alba Soto e seu grupo estudaram o efeito da
IL-10 nas DCs durante a infec¢éo, concluindo que DCs que nédo expressam IL-10 e
que foram estimuladas com antigenos do parasito produzem maior quantidade de
citocinas pro-inflamatorias e sdo mais eficientes na apresentacéo de antigenos aos
linfécitos T (ALBA SOTO et al., 2010). Um ano depois, Terrazas e colaboradores
observaram que a citocina IL-12 é protetiva durante a infeccao, pois ao interferir na
sua via de producéo os camundongos infectados morreram rapidamente, exibindo
DCs imaturas (TERRAZAS et al., 2011). Em 2012, foi visto que diferentes indculos
do parasito podem também influenciar na resposta do hospedeiro. Borges e
colaboradores observaram uma expressao diferencial de citocinas que dependia da
guantidade de parasitos inoculados no camundongo, sendo que o indculo
intermediario mostrou um pior cenario para o hospedeiro, 0 que se poderia
interpretar como que existe um inoculo ideal para o sucesso da infeccdo (BORGES

et al., 2012). Em 2015, Nogueira e colegas observaram que as vesiculas
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extracelulares liberadas por diferentes cepas do parasito estimulavam de maneira
diferencial a producéo de citocinas nas DCs e outras células (NOGUEIRA et al.,
2015). O efeito da saliva do inseto vetor também foi testado neste aspecto,
mostrando em todas as espécies testadas a reducao da expressao de IL-12, TNF-
a e IL-6 e 0 aumento da producdo de IL-10, com excecdo de R. prolixus que
aumentou IL-6 (MENDES et al., 2016).

As DCs sdo fundamentais na ativacdo dos linfocitos T, mas também na
inducéo de anergia e no controle de rea¢Bes contra antigenos proprios (PONCINI
et al., 2008; LEWIS; REIZIS, 2012). Como foi exposto anteriormente, durante a fase
aguda da doenca de Chagas, as DCs tém a dupla capacidade de gerar sinais
inibitorios, regulatérios ou de ativacdo dependendo de como elas interagem com o
T. cruzi. Essa capacidade de ativar ou induzir tolerancia faz das DCs um ponto de
interesse no estudo da interacdo T. cruzi-hospedeiro mamifero. No entanto, pouco
tem sido estudado sobre essa interacdo e, além disso, 0os estudos existentes
limitam-se quase exclusivamente ao modelo murino, dificultando o entendimento
dos primeiros acontecimentos da doenga no humano (GIL-JARAMILLO et al., 2016).
Por essa razdo, um estudo mais abrangente da interacdo DCs-T. cruzi no
hospedeiro humano se faz necessario com a intencdo de entender: 0 mecanismo
de entrada e escape do parasito, as proteinas envolvidas nos processos dentro e
fora do fagolisossoma, como acontece a imunomodulacdo das células
apresentadoras de antigenos, os genes ativados ou reprimidos durante a interacéo,
entre outros aspectos. Neste trabalho, o transcritoma diferencial da interacdo DCs
humanas-T. cruzi apés 12 h de interacdo usando 3 doadores (GIL-JARAMILLO,
2016) sera analisado e validado, propondo um novo enfoque de estudo para a
doenca ao descobrir que vias bem caracterizadas estdo presentes durante a

infeccéo inicial do parasito.
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2. JUSTIFICATIVA

As DCs, como ponte entre a resposta inata e a resposta adaptativa, sao
importantes na modulacdo da imunidade e no desenvolvimento diferencial da
doenca de Chagas nos individuos infectados. O conhecimento atual sobre os
processos que ocorrem no inicio da interagdo dessas células com o T. cruzi limita-
se quase exclusivamente a medicao de citocinas ou de expressao de marcadores
de superficie no modelo humano, e os multiplos trabalhos no modelo murino néo
sao necessariamente extrapolaveis para o hospedeiro humano. O transcritoma do
contato inicial, assim como a sua validacdo e analise, faz-se necessério para
aprimorar o conhecimento do mecanismo de entrada e escape do parasito, as
proteinas envolvidas nos processos dentro e fora do fagolisossoma, como acontece
a imunomodulacéo das células apresentadoras de antigenos, os genes ativados ou
reprimidos durante a interacdo, entre outros aspectos iniciais, particularmente no
modelo humano. Além disso, uma metodologia abrangente como o transcritoma
poderia proporcionar novos alvos para o tratamento da doenca, incluindo genes ou
vias completas, e ajudar no entendimento da evolucéo diferencial da doenca nos
pacientes e nos mecanismos de resisténcia e tolerancia ao parasito, dada a
duplicidade do papel desenvolvido pelas DCs na fase aguda da doenca.
Adicionalmente, ndo existe transcritoma das células do sistema imune humano
durante sua infeccao/interacdo com o T. cruzi, e portanto, o fator hospedeiro néo foi
avaliado ainda mediante esta metodologia. Tal avaliacdo poderia resultar em novos
estudos visando conhecer melhor a interface T. cruzi-hospedeiro humano e assim

aumentar o conhecimento da patogénese da Doenca de Chagas.
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3. OBJETIVOS

3.1.

O objetivo deste trabalho € estudar a resposta, via expressao génica
diferencial, de DCs humanas em estagio inicial de contato com formas
metaciclicas de T. cruzi por meio de andlise de transcritoma e

expresséao de citocinas.

Etapas

Extracdo de mondcitos de sangue periférico de 6 doadores e suas
diferenciacdes em DCs in vitro.

Obtencédo de TMS a partir de formas epimastigotas de T. cruzi.
Ensaios in vitro de interagdo TMs-DCs

Obtencdo e andlise detalhada de transcriptomas das DCs apdés
incubagcéo com TMs.

Validacdo dos transcritomas por RTgPCR.

Quantificacdo de citocinas nos sobrenadantes de cultura das células
em estudo.

Extragcdo de proteinas a partir das amostras das interacoes
Estimulacdo de DCs murinas com poli I:C para o estudo do efeito na

infeccéo pelo T. cruz
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Metaciclogénese dos parasitos

Epimastigotas da cepa CL Brener foram mantidos a 28 °C em meio LIT
suplementado com 5% v/v de SFB e 100 pg/mL de gentamicina até alcancarem a
fase estacionaria quando foram centrifugados a 4.000 x g e a temperatura ambiente
por 10 min para eliminar o meio. Foram, ent&o, ressuspendidos em meio TAU (190
mM NacCl, 17 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM CaClz, 8 MM Na2HPO4, 0,035% NaHCO3)
e incubados durante 2 h a 28 °C em garrafas de cultura em posicdo horizontal. Ap6s
incubacgéo, o meio TAU foi descartado e foi adicionado o meio TAU3AAG (meio TAU
acrescido de 10 mM L-prolina, 50 mM L-glutamato de sddio, 2 mM L-aspartato de
sédio, 10 mM glicose), deixando os parasitos na mesma temperatura e com a
garrafa na mesma posicao para favorecer a diferenciacdo em TMs (CONTRERAS
et al., 1985). Seis dias depois, 0 sobrenadante das garrafas foi coletado e
centrifugado a 4.000 x g a temperatura ambiente por 10 min e o pellet foi
ressuspendido em soro humano nao inativado (do mesmo doador) e incubado
durante 20 h a 37 °C (CANAVACI et al., 2010). Os parasitos viaveis foram
centrifugados a 400 x g por 10 min a 25 °C em tubos Falcon de 50 mL e, novamente,
incubados por 2 h a 37 °C para a separacao dos parasitos viaveis por meio da sua
motilidade. O sobrenadante obtido do soro foi lavado sucessivamente com PBS
para eliminar detritos presentes na amostra. Em seguida, os parasitos foram
ressuspendidos em RPMI 1640 contendo L-glutamina (Gibco) com 100 pg/mL de
gentamicina para contagem em camara de Neubauer e preparagdo de lamina
corada com Instant prov stain (NewProv), para célculo da taxa de metaciclogénese
mediante contagem de 300 parasitos em pelo menos 3 campos diferentes no
microscoépio optico. Os TMs foram identificados segundo morfologia e posi¢do do

cinetoplasto.
4.2. Células dendriticas (DCs)

As células dendriticas analisadas no presente trabalho foram obtidas a partir

de 5 doadores sem vicios na faixa etaria de 25 a 33 anos (CAAE:
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54822616.7.0000.5558, Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia), 3 dos quais participaram do transcritoma desenvolvido
(doadores A, B e C). Dados de vacinacéao e infeccfes virais foram coletados para
cada um dos doadores, assim como nivel de atividade fisica IPAQ (ALTO: aquele
que cumpriu as recomendacgdes de: a) VIGOROSA: = 5 dias/sem e = 30 min por
sessdo; b) VIGOROSA: = 3 dias/sem e = 20 min por sessdo + MODERADA e/ou
CAMINHADA: = 5 dias/sem e = 30 min por sessdo. MODERADO: aquele que
cumpriu as recomendacdes de: a) VIGOROSA: = 3 dias/sem e = 20 min por sesséao;
ou b) MODERADA ou CAMINHADA: = 5 dias/sem e = 30 min por sessao; ou C)
Qualquer atividade somada: = 5 dias/sem e = 150 min/sem (caminhada + moderada
+ vigorosa. BAIXO: aquele que realiza atividade fisica, porém insuficiente para ser
classificado como ativo pois ndo cumpre as recomendacdes quanto a freqiéncia ou
duracéo (https://sites.google.com/site/theipaq/scoring-protocol) (Tabela 3). Cada
réplica biolégica dentro do mesmo doador foi feita mediante a obtencdo de
monaocitos de sangue periférico em tempos diferentes. Aproximadamente 90 mL de
sangue foram extraidos cada vez e diluidos 1:1 em PBS a temperatura ambiente.
Posteriormente, a solucdo sangue:PBS foi distribuida em tubos Falcon de 50 mL,
sendo adicionada cuidadosamente sobre 12 mL de Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare) a temperatura ambiente em cada tubo. O gradiente foi centrifugado a
25 °C, 400 x g, por 30 min sem freio, para conservar a camada leucocitéria
resultante entre a fase do soro e a do Ficoll. Esta camada foi recuperada e lavada
3 vezes com PBS gelado, centrifugando a 500 x g, 4 °C, por 10 min. Os
mononucleares do sangue periférico foram, entdo, ressuspendidos em 5 mL de PBS
gelado para contagem em camara de Neubauer usando azul de tripan 0,4% wi/v
(Sigma). As células foram centrifugadas novamente sob as mesmas condi¢fes das
lavagens anteriores e ressuspendidas em 80 pL de tampédo MACS (PBS pH 7,2
contendo 0,5% de BSA e 2 mM de EDTA) e 10 uL de microesferas magnéticas com
anticorpos para CD14 humano (Miltenyi Biotec), por cada 107 células. A separagéo
magnética foi realizada seguindo o protocolo do Kit CD14 MicroBeads Human
(Miltenyi Biotec). As células CD14* foram plagueadas em uma concentragao de 5 x

10° células/mL em placas de 24 pocos contendo meio RPMI 1640 com L-glutamina
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(Gibco), 2 g/L de NaHCOs, 150 pg/mL de gentamicina, 10% SFB inativado, 0,16
pg/mL de IL-4 humana recombinante (PeproTech) e 0,05 pug/mL de GM-CSF
humana recombinante (PeproTech) (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). A cada
3 dias, 150 pL de meio eram retirados de cada poco e 200 puL de meio novo com
citocinas eram adicionados. ApGs 7 dias de diferenciagdo, as DCs foram
recuperadas da placa, centrifugadas a 500 x g, 4 °C por 15 min e contadas para os
ensaios de interacdo. Para verificar a diferenciacdo, uma aliquota de 5 x 10 células
foram marcadas com anticorpos contra CDla, HLA-DR, CD11c, CD209, CD80 e
CD86 (Ver figuras suplementares do Anexo 5).

4.3. Interacdo DCs-T. cruzi

A partir das DCs obtidas na diferenciacdo, 5 x 10° células/mL foram
plagueadas no meio RPMI sem citocinas em placas de 24 pocos. A metade dos
pocos foi posta em contato com os TMs obtidos, na proporcédo de 10 parasitos por
cada DC durante 12 h a 37 °C e CO2 5%, enquanto as células controle foram
cultivadas nas mesmas condi¢cdes sem contato com o parasito. Apés o tempo de
interacao, as células foram recuperadas da placa, centrifugadas a 500 x g, 4 °C por
15 min e guardadas em 1 mL de TRIzol (ThermoFisher) a -80 °C, tirando uma
aliquota de pelo menos 5 x 10* células, por condicdo, para preparacdo de uma
lamina corada com Instant prov stain (NewProv), para determinar taxa de infeccéo,
namero de amastigotas/célula infectada e porcentagem de ativacdo. Devido a que
as DCs recém diferenciadas apresentaram uma expressao relativamente alta do
marcadores de ativacdo tipicos (ver Anexo 5), a mudanca morfolégica foi uma
ferramenta (til e amplamente aceitada para avaliar a maturagcdo das DCs
(BANCHEREAU et al., 2000; KIAMA et al., 2001; PEREIRA et al., 2005). Os critérios
morfoldégicos para a determinacdo da ativacdo das DCs foram: tamanho,
presenca/auséncia de prolongagdes citoplasmaticas, e formato esférico ou ndo. O
sobrenadante obtido da interac&o foi armazenado a -80 °C para dosagem posterior

das citocinas secretadas.
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4.4. Extracdo de RNA

As amostras armazenadas a -80 °C em TRIzol (ThermoFisher) foram
descongeladas a temperatura ambiente. Adicionaram-se 200 pL de cloférmio,
vortex por 15 s, incubando a temperatura ambiente por 3 min, e centrifugando a
12.000 x g, por 15 min, a 4 °C. A fase aquosa foi separada, 1 volume de isopropanol
foi adicionado para posterior incubacéo a -80 °C por 1 h e centrifugacdo a 12.000 x
g, por 15 min, a 4 °C. O isopropanol foi descartado e 1 mL de etanol 75% foi
adicionado cuidadosamente, sem desfazer o pellet. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4 °C para descartar o etanol, deixando
secar o pellet e ressuspendendo este em 20 pL de dgua RNase free. Finalmente,
aliquotas para quantificacdo e visualizacdo em gel de Agarose ou analise por

Bioanalyzer foram separadas e o RNA foi armazenado a -80 °C.

4.5. Transcritoma diferencial da interagcédo DCs-T. cuzi

Usando a plataforma Illumina HiSeq 2500, paired-end, foram sequenciadas
12 amostras: células controle e infectadas dos doadores A, B e C em duplicata. O
sequenciamento foi realizado pela empresa Novogen (http://www.novogen.com)
usando NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep Kit for lllumina® (NEB, USA) para a
preparacao das bibliotecas de cDNA. As reads de 150 pb obtidas foram analisadas
para controle de qualidade usando o] programa FastQC
(https:/lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), eliminando aquelas
com numero de PHRED < 20. As reads resultantes foram entdo alinhadas
simultaneamente no genoma humano (Ensembl GRCh38.87) e do T. cruzi
(EnsemblProtists ASM20906v1) usando HISAT2 v2.0.6 (KIM; LANGMEAD;
SALZBERG, 2015), para garantir o pareamento adequado das reads no seu
respectivo genoma. Os arquivos desses alinhamentos foram ordenados e
classificados usando Samtools v0.1.18 (LI et al., 2009), para entéo fazer a contagem
de reads usando os arquivos das anotacbes do genoma humano contidas em
Ensembl para o genoma GRCh38.87, junto com o software HTSeq-count v0.6.0 (-
m intersection-nonempty) (ANDERS; PYL; HUBER, 2014). Uma analise de
componentes principais (PCA) foi feita usando R (R CORE TEAM, 2019) para
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avaliar o padrao das amostras, testando varias combinac¢@es e finalmente excluindo
aguelas que diferiam das demais, garantindo assim um namero maior de genes
diferencialmente expressos. A analise de expressao diferencial foi feita utilizando o
pacote DESeq de R/Bioconductor (LOVE; ANDERS; HUBER, 2014), comparando
as condicbes amostra controle e infectada (padj < 0,05). Os enriquecimentos de
Gene Ontology (GO) e KEGG pathway foram obtidos usando os pacotes de
Bioconductor GOStat (BEISSBARTH; SPEED, 2004) e Pathview (LUO; BROUWER,
2013), respectivamente. Os heatmaps mostrando o Fold change da média de
contagens por milhdo (CPM) e os resumos dos termos GO enriquecidos foram
obtidos usando o pacote gplots em R (https://CRAN.R-project.org/package=gplots).
Os gréficos de correlacdo entre os niveis de expressdo dos genes foram obtidos
usando os pacotes Hmisc (https://cran.r-project.org/web/packages/Hmisc/), corrplot
(https://cran.r-project.org/package=corrplot) e igraph (https://cran.r-
project.org/package=igraph) de R. Os dados de interacdo proteina-proteina foram
obtidos do STRING (https://string-db.org/) (SZKLARCZYK et al., 2017), usando o
programa Cytoscape (SHANNON et al., 2003) para criar as redes com as
coordenadas de saida do STRING.

4.6. Validacao do transcritoma diferencial via RT-gPCR

Para validar as analises obtidas do transcritoma, alguns dos genes
diferencialmente expressos foram escolhidos para realizagdo de RT-gPCR. Os
critérios de selecado dos genes incluiram: valor de padj < 0,01, |Logz2FoldChange| =
1 para a anadlise global dos dados, presenca nos termos de GO relacionados ao
sistema imune, expressao relatada nos tecidos de interesse segundo o BioGPS
(WU et al.,, 2009) e numero de transcritos descritos < 2. Os iniciadores foram
desenhados usando o software primer-BLAST (YE et al.,, 2012) anelando em
diferentes exons e tendo em conta todas as carateristicas sugeridas pelo fornecedor
do kit GoTag® 2-Step RT-gPCR System (Promega) para garantir eficiéncia de
amplificagdo = 90% (Tabela 1) ou entdo foram usados iniciadores validados
fornecidos por Qiagen (Tabela 2). Apés verificacdo da eficiéncia de cada par de

iniciadores, as RT-gPCRs foram feitas seguindo o protocolo do fabricante,
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modificando unicamente o volume de reacdo de 50 pL para 25 pL e usando o

StepOnePlus real-time PCR system (Applied Biosystem) para a amplificacdo e

coleta dos dados. O programa ExpressionSuite Software V1.1 (ThermoFisher) foi

usado para a andlise dos dados, tendo dois genes endbégenos (B2M e HPRT)

usados para a normalizacdo do nivel de expressdo dos demais genes. A

normalidade dos dados foi verificada usando D’Agostino & Pearson and Shapiro-

Wilk. O teste t ndo pareado foi usado para comparacao entre amostras controle e

infectadas.

Tabela 1. Iniciadores dos genes humanos usados para validagdo do transcritoma.

Primer Sequéncia Amplicon (pb) Eficiéncia (%)
HPRT-F1 TATGGCGACCCGCAGCCCT
HPRT-R2 GCTCTTCAGTCTGATAAAATCTAC 313 oL4
B2M-F GTCTTTCAGCAAGGACTGGTC
B2M-R CAAATGCGGCATCTTCAAACC 173 2014
IL12B-F TGGATGCCGTTCACAAGCTCA
IL12B-R TGGACCTGAACGCAGAATGTCA 199 o7
TNFSF18-F GAGATCATCCTGGAAGCTGTGG
TNFSF18-R CCAGTCAGACACCTTATTCACG 196 1054
CXCL9-F GTGGTGTTCTTTTCCTCTTGGG
CXCL9-R CCTTCACATCTGCTGAATCTGG 240 %02
USP18-F ATCCGGAATGCTGTGGATGG
USP18-R AGACTCCGTAGATCCAGGAACG 225 ot
Tabela 2. Iniciadores da Qiagen para a validagao do transcritoma
Tamanho
Primer Sequéncia do amplicon dc.)
amplicon
(pb)
GATCCGCCTCCACTTCCAGATGGAACAGATTGTCTACTGCCAGGACCAG
GTATACAGGGGTGCATTGCAGAAGGTCAGAGAGAAGGAGCTGGAAGAA
Mx1 GAAAAGAAGAAGAAATCCTGGGATTTTGGGGCTTTCCAGTCCAGCTCGG 184
CAACAGACTCTTCCATGGAGGAGATCTTTCAGCACCTG
GACAAGATTTCTCAGCCCGTGGTGGTGGTGGCCATTGTAGGGCTATACC
cBP4 GCACAGGAAAATCCTATCTCATGAATCGTCT 80
OASL CAGTGGAGCAGAGGGGTTACCCAGATTTCAACCTCATCGTGAACCCTTAT 183
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GAGCCCATAAGGAAGGTTAAAGAGAAAATCCGGAGGACCAGGGGCTAC
TCTGGCCTGCAGCGTCTGTCCTTCCAGGTTCCTGGCAGTGAGAGGCAGCT
TCTCAGCAGCAGGTGCTCCTTAGCCAAATATGGGA
CCCCCTCCATCTCTAGATAAGTGTCATATATTTGTTGAGGGCAAAAGACT
PLCB2 ATGGACTGGAAGGCAGAAAGTGGGATCCTGGCCCCACTCTGCCT %
CGGAGGGCATGGATGGCTGTGAGCTCATGTGCTGCGGGCGTGGCTACAA
WNTS5B CCAGTTCAAGAGCGTGCAGGTGGAGCGCTGCCACTGCAAGTTCCACTGG 144

TGCTGCTTCGTCAGGTGTAAGAAGTGCACGGAGATCGTGGACCAGT

4.7. Dosagem de citocinas
O sobrenadante dos 3 doadores do transcriptoma foi analisado por duplicata
usando o kit CBA Human inflammatory cytokines (BD), que permite dosar IL-8, IL-
18, IL-10, IL-6, IL-12p70 e TNF (n = 18). As andlises foram feitas seguindo o0s
protocolos do fabricante. Os dados foram normalizados para fins de comparacgao e

analisados mediante Wilcoxon test pois ndo apresentaram distribuicdo normal.

4.8. Citometria de fluxo das células humanas

Para verificar a completa diferenciacéo das DCs, as células foram marcadas
com anticorpos anti-CD1la conjugado a FITC, CD11c-APC, CD80-PE, CD86-PE,
CD209-PE, HLA-DR-APC. A marcacéo foi feita ap6s lavagem das células com PBS
e blogueio com 100 pyL de tampéo FACS (PBS, BSA 1%, azida sédica 0,001%)
durante 30 min a 4°C. O tampao foi entdo descartado por centrifugacao e as células
foram incubadas em camara escura por 30 min a 4°C com 20 pL do anticorpo diluido
1:20 em FACS. Finalmente, as células foram lavadas com 100 puL de FACS e
ressuspendidas em 400 uL do mesmo tampdao para sua leitura no citbmetro de fluxo
FACSVerse (BD Bioscience) e andlise no programa FACSuite (BD Bioscience) ou
FlowJo VX. O mesmo procedimento foi aplicado nos linfocitos para o ensaio de
proliferagcdo, usando anticorpos anti-CD4 conjugado a PerCP-Cy5.5 e CDS8

conjugado a PE.
4.9. Extracdo de proteina a partir das amostras em Trizol

Durante a extracao de RNA, a fase aquosa foi separada, e a interfase, assim

como a fase orgéanica foram conservadas a -80°C para posterior obtencdo de
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proteinas. A esta por¢cdo de amostra, adicionaram-se 300 uL de etanol 100%,
misturando por inversao e incubando a temperatura ambiente por 2 a 3 min. Entéo
as amostras foram centrifugadas a 200 x g, 4°C, 5 min para precipitar o DNA. O
sobrenadante foi transferido a um novo tubo e 1 mL de isopropanol foi adicionado,
incubando por 10 min a temperatura ambiente e centrifugando a 12.500 x g, 4°C,
10 min para eliminar o sobrenadante. O pellet obtido foi lavado 3 vezes em 1,5 mL
de cloridrato de guanidina 0,3 M em etanol 95%, incubando por 20 min na solucéo
em cada lavagem e centrifugando a 7.500 x g, 4°C, 5 min. Uma lavagem final foi
feita com 1,5 mL de etanol 100% por 20 min, descartando o sobrenadante apo6s
centrifugacéo a 7.500 x g, 5 min a 4°C (Protocolo de TRIzol, ThermoFisher). O pellet
foi secado ao ar, e ressuspendido em 50 pL de ureia 8M contendo coquetel de
inibidores de protease cOmplete™, Mini, sem EDTA (Roche) 1X. Foram feitas
aliguotas para quantificacdo (Qubit Protein Assay Kit, Invitrogen) e verificacdo em

SDS-PAGE 12% corado com prata, e as amostras foram armazenadas a -80°C.

4.10. Obtencdao e validacédo de DCs murinas de medula 6ssea (BM-DCs)
Com o intuito de realizar alguns testes no modelo murino, a expressao das

DCs murinas ap0s intera¢cdo com o parasito foi testada. Para isso, células de medula
O0ssea de camundongos BALB/c foram obtidas a partir de fémures de fémeas entre
8 e 12 semanas (IACUC007053 de Cedars-Sinai Medical center, Estados Unidos).
As fémeas foram eutanasiadas em camara de CO2 com posterior deslocacao
cervical. Na camara de fluxo laminar, os fémures intactos foram obtidos mediante
disseccdo usando tesouras, pincas e bisturis esterilizados em alcool 70%. Usando
uma agulha de 25 G, o interior do fémur foi lavado com 10 mL de meio RPMI
completo (RPMI 1640 suplementado com SFB10%, EDTA 2 mM, L-glutamina 2 mM,
HEPES 30 mM, 2-ME 50 uM, penicilina/estreptomicina 1%). O conteudo foi filtrado
em cell strainer de 70 um e lavado no filtro para o aproveitamento da maior
guantidade possivel de células. A suspencéao obtida foi lavada duas vezes mediante
centrifugacéo a 350 x g, 5 min, 4°C em meio completo. Finalmente, as células foram
ajustadas a uma concentracdo de 2 x 10° células/mL de meio completo contendo

20 ng/mL de GM-CSF murino e 20 ng/mL de IL-4 murino, e plaqueadas em placas
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de 6 pocos de superficie de ultrabaixa adesdo. A cada 3 dias, centrifugaram-se as
células e metade do sobrenadante foi descartado, adicionando-se meio novo com
citocinas. Depois de 7 dias de diferenciacdo, 5 x 10° células foram marcadas para
avaliagcdo da diferenciagéo e o restante foi utilizado para o ensaio de interagdo com
T. cruzi. Para a marcacéo, as células foram lavadas em FACS e blogueadas usando
1 pL de TruStain fcX™ CD16/32 clone 93 isotipo: rato (BioLegend) em 100 pL de
FACS por 5 min a 4°C. Seguidamente, 1 pL de cada anticorpo foi adicionado as
amostras, incluindo: MHC-II conjugado a eF450, CD45-Alexa Fluor 700, CD11c-
BV421, F4/80-PE-Dazzel594, CD11b-PE-Cy7, CD80-FITC, CD86-PerCP-Cy5.5,
CD40-APC e CD209-PE. Ap6s 30 min de incubacéo a 4°C, adicionaram-se 2 mL de
FACS para a lavagem das amostras por centrifugacdo a 350 x g, 5 min, 4°C,
ressuspendendo-se as células em 100 uL de tampédo. As BM-DCs foram analisadas
no citbmetro Sony SA3800.

4.11. Interacéo das BM-DCs com o T. cruzi

As BM-DCs devidamente diferenciadas foram lavadas 2 vezes mediante
centrifugacéo a 400 x g, 10 min, 4°C, em PBS para remover as citocinas do meio
de diferenciacdo. As células foram ajustadas a uma concentracdo de 5 x 10°
células/mL e cultivadas em placas de 24 pocos. Para a interacao, foram adicionados
nas células infectadas 10 TMs/BM-DCs da cepa Tulahuen expressando luciferase
e fluorescéncia neon. Os TMs foram obtidos usando o mesmo protocolo utilizado
para a cepa CL Brener. Apos 12 h de interacdo, os sobrenadantes foram colhidos,
e as DCs foram lavadas e usadas para obtencdo de RNA, citometria de fluxo para
marcadores de maturacdo ou ensaios de proliferacdo de linfocitos T.

4.12. Treinamento das BM-DCs usando &acido polinossinico-acido

policitidilico (Poli I:C)

A fim de ativar vias de resposta a virus, tentou-se simular uma infecgéo viral
mediante estimulacdo com Poli I:C, cuja estrutura € similar ao RNA de dupla fita e
interage com o TLR3. Apds a sua completa diferenciacdo, as BM-DCs foram
estimuladas com 10 pg/mL de Poli I:C diluido em RPMI completo durante 8 h ou 24
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h. As células foram lavadas 3 vezes em PBS, cultivadas em RPMI completo por 4 h
e entdo mantidas em contato com o parasito seguindo o protocolo mencionado
anteriormente. Apos 12 h de interacdo, os sobrenadantes foram colhidos, algumas
células foram usadas para citometria de fluxo, e o restante foi armazenado em

TRIzol para posterior extragdo de RNA.
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5. RESULTADOS

5.1.

Caracteristicas dos doadores

O historico imunoldgico dos doadores pode refletir na forma em que suas

células respondem ao parasito. Portanto, a Tabela 3 apresenta os dados de

imunizacdes e de algumas doencas infecciosas comuns assim como idade e nivel

de atividade fisica. Brevemente, o doador C apresentou maior numero de

imunizacdes contra virus (n = 28, X = 19), os doadores A e B tiveram o maior nimero

de imunizacdes bacterianas (17 cada, sendo 15 a média), e o doador D foi 0 menos

imunizado, com 10 antigenos virais e 12 bacterianos.

Tabela 3. Caracterizagao dos doadores.

Doador A Doador B Doador C Doador D Doador E Doador F
Idade 30 30 25 33 27 25
Sexo Feminino Feminino Feminino Masculino  Masculino  Masculino
Atividade Moderado Moderado Alto Baixo Baixo Moderado
fisica
Antigeno
Sarampo 2 5 6 1 3 2
Tétano 6 8 5 4 4 5
Pdlio 4 4 4 4 5 12
Difteria 6 4 4 3 4 5
Pertussis 4 4 4 4 4 4
Tuberculose 1 1 1 1 1 1
Hepatite B 3 3 3 1 1 3
Caxumba 1 3 4 1 1 0
Rubéola 1 4 4 1 1 1
Febre 2 1 1 1 1 3
amarela
HIN1 0 2 1 0 0 0
Influenza 0 0 1 0 0 3
Raiva 0 0 3 0 0 0
Hepatite A 0 0 0 0 1 0
Catapora 0 1 1 1 1
Total 30 40 42 21 27 40
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5.2. Interagc&o DCs-T. cruzi durante 12 h

A partir das laminas coradas apos 12 h de interacao, a taxa de infeccéo e o
namero de amastigotas por célula infectada foram determinadas (Figura 4A). Foi
obtida uma média global de 31,5% de infec¢ao, assim como uma média de 37,2%
para o doador A, 35,6% para o0 B e 21,7% para o C, este apresentando uma
diferenca significativa com os demais (p < 0,05) (Figura 4B). A andlise morfolégica
das DCs mostrou uma maior ativacdo naguelas que estiveram em contato com o
parasito (Figura 4C). De forma interessante, o nimero de amastigotas por célula
infectada ndo apresentou diferenca significativa entre os doadores, com uma média

de 2,2 amastigotas/DC infectada (Figura 4D).
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Figura 4. Interagcdo DCs-T. cruzi. DCs humanas foram infectadas com formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi. Apés 12 h de incubagéo, DCs controle e infectadas foram coradas (A) para
determinacado de porcentagem de infec¢do (B), porcentagem de ativagao (C) e nUmero de amastigotas
por célula infectada (D). Os dados sao apresentados como média + SD; contagem feita em duplo cego,
n=8. A distribuicdo normal foi verificada usando Shapiro-Wilk, e o teste Turkey foi usando para as
comparacgdes multiplas e teste t ndo pareado para as comparagdes simples. Significancia estatistica é

28



L‘Universidade de Brasilia Natalia Gil Jaramillo — Transcritoma DCs—T. cruzi

mostrada como * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Uma DC é considerada ativada
guando apresenta prolongac8es citoplasmaticas, formato néo esférico e maior tamanho.

5.3. Transcritoma diferencial global da interacdo DCs humanas com
as formas TMs do T. cruzi durante 12 h
O transcritoma desenvolvido foi analisado a partir dos dados brutos, incluindo
uma abordagem global, que retne os dados dos trés doadores. Assim, apls a
filtragem uma meédia de 23.620.805 reads por amostra foi obtida, com um
mapeamento dentro do genoma humano de pelo menos 84,2% para cada amostra
(Tabela 4).

Tabela 4. Mapeamento das reads dentro do genoma humano para cada doador (A, B e C) nas condi¢des
controle (C) e infectado (1)

Amostra n. Reads totais n. Reads mapeadas Mapeamento (%)
AlC 15.748.354 14.101.548 89,54
A2C 26.072.128 23.676.301 90,81
B1C 28.998.888 26.205.537 90,37
B2C 22.836.642 20.180.834 88,37
Cic 23.140.974 20.799.134 89,88
c2C 22.259.296 20.134.192 90,45
All 18.276.194 16.480.332 90,17
A2l 26.417.544 23.794.275 90,07
B1l 24.237.576 21.474.805 88,6
B2l 26.951.896 22.691.972 84,19
C1l 22.202.262 20.278.731 91,34
C2l 26.307.908 22.441.175 85,3

Usando as reads mapeadas e anotadas, foi obtido um PCA para a
visualizagcao do padréao de expressao resultante de cada amostra, mas o padrao de
separacao obtido usando os dados de todas as amostras néo era definido, como
visto na Figura 5. Ao excluir os dados das amostras A1C, B1l, e C2I da analise,
obteve-se um padréo de separagao segundo a condig&o (controle ou infectado) das
amostras (Figura 6A), podendo incrementar entdo o numero de genes
diferencialmente expressos. A partir da abordagem global do transcritoma, foram

obtidos 468 genes diferencialmente expressos (Anexo 1). Destes, 439 foram mais
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expressos na condicdo infectada, enquanto 29 genes tiveram a expressao

diminuida (Figura 6B).
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Figura 5. PCA dos perfis de expresséo das DCs humanas incluindo todas as amostras. Controle (C —
vermelho) e infectadas (I — azul) dos doadores A (¢), B (A) e C (m).
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Figura 6. Perfil de expressao génica das DCs humanas durante a interagdo com as formas metaciclicas
de T. cruzi. Para avaliar a relagdo entre os grupos controle (verde) e infectado (roxo), o PCA foi obtido.
Os doadores A, B e C sdo representados com os simbolos e, Ae m, respectivamente (A). Volcano plot
do perfil de expresséo diferencial dos genes com padj < 0,05; azul: genes regulados positivamente,
vermelho: genes regulados negativamente (B). As analises foram realizadas ap6s descarte dos outliers.
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A partir dos genes diferencialmente expressos, foi feita a andlise de
enriguecimento dos termos de Gene Ontology (GO), identificando 520 termos
representados significativamente, dos quais 2 termos foram sub-representados:
desenvolvimento de 6rgdos sensoriais (GO:0007423) e processo biossintético de
tetrapirrol (GO:0033014) (Anexo 2). Alguns termos de interesse foram selecionados
para criar graficos de heatmap, permitindo a visualizacdo do Fold change da média
das CPM para cada gene em determinada via dentro de cada condicdo. A Figura 7
mostra os CPM de cada gene diferencialmente expresso no transcritoma dentro do
termo “resposta de defesa contra virus” (GO:0051607) do GO. Nessa figura é
possivel observar como a condicdo infectada apresenta maior expressao nos genes
da via, pois nenhum gene foi regulado negativamente (todos em azul). Além disso,
é possivel calcular matrizes de distancia a partir do CPM calculado para cada gene,
criando um dendrograma que representa a proximidade do nivel de expressao de
cada um deles como visto na mesma figura. Isto permite relacionar o nivel de
expressdo com a biologia do gene, pois se genes biologicamente relacionados
(participacdo na mesma via, interacdo proteina-proteina, localizacdo no
cromossoma) encontram-se agrupados no grafico, significa que seu nivel de
expressado foi similar e que, portanto, existe uma regulacdo ndo aleatéria dessa
relacdo biolégica. Por exemplo, na Figura 7 os genes CXCL10, IFIT1, IFNL1,
DDX58, OAS3, HERCS, IFIH1, DDX60, TRIM25, GBP3 e STAT1 encontram-se
fortemente agrupados e, ao mesmo tempo, eles apresentam algum tipo de
associacdo biolégica segundo STRING (Anexo 3). Estes genes se mostraram
relacionados especificamente com ligacdo a RNA tanto de fitas simples como de
fita dupla, com uma taxa de falsa deteccdo de 5 x 10 e 4 x 106, respetivamente.
O Doador C apresentou uma expressao por cima de média em 78% dos genes
regulados dentro desta via, com excec¢éo dos genes APOBEC3B, IFIT3, UNC93B1,
C19orf66, IL27, PML, IRF7, ISG20 e STAT2. Por outro lado, estes ultimos 7 genes
foram expressos acima da média no doador A que teve 21% dos genes com
expressdo maior a meédia do transcritoma. De forma interessante, os genes que
codificam para as proteinas sensoras dos inflamassomas (AIM2 e IFI16) foram

expressos acima da médiaem B e C, e RIG-l em C.
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Figura 7. Heatmap dos genes diferencialmente expressos dentro do termo de resposta de defesa contra
virus (G0:0051607) do Gene Ontology. E apresentado o Fold change das médias das contagens por
milh&do de reads por cada gene para cada doador (A, B, C), normalizando com z-score para facilitar a
interpretacgao.
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A Figura 8 apresenta o Fold change da média de CPM dos genes dentro do
termo “regulacéo da secrecéo da citocina IL-1p” (GO:0050706) do GO. Novamente,
€ possivel perceber uma expressdo mais alta nas amostras infectadas em 26% dos
genes dentro desta via nos 3 doadores, 0 que é um indicativo de que este processo
foi regulado consistentemente por uma raz&o biolégica e que o resultado da
expressdo de cada gene ndo é simplesmente fortuito. No entanto, observando o
dendrograma, esta figura tem genes menos correlacionados matematicamente que
o anterior (ver comprimento das ramas). Neste caso, o doador A apresentou uma
expressdo acima da média em 54% dos genes regulados da via, o doador B 29%

dos genes e 0 C 60%.
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Figura 8. Heatmap dos genes diferencialmente expressos dentro do termo de regulagcédo da secrecédo da
citocina IL-1B (GO:0050706) do Gene Ontology. E apresentado o Fold change das médias das contagens
por milh&o de reads por cada gene para cada doador (A, B, C), normalizando com z-score para facilitar
ainterpretacéo.
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Foi feito entdo um resumo dos termos GO gue apresentaram enriquecimento,
onde foram tidos em conta aqueles processos que tiveram maior relevancia no
ambito imunoldgico, maior porcentagem de enriquecimento, e menor valor de p
(Figura 9). Nesta figura, observam-se termos de reposta ao IFN-a, ao IFN-B, IFN-I
e resposta a virus, todos eles relacionados e fortemente enriquecidos, com valores

de pagi < 1,25 x 10'?, fazendo deles um alvo interessante para um estudo mais

aprofundado.
biosintético do MHG-1 Scoegid
Regulacdo da producdo de IL-1B . _ 8.21e-08 Regulacdo
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Figura 9. Resumo da andlise de enriquecimento de GO dos genes diferencialmente expressos. Em azul:

processos regulados positivamente, em vermelho: processos regulados negativamente. O valor de pad
€ mostrado na frente da barra para verificagéo da significancia do enriquecimento.

Para comprovar que os genes diferencialmente expressos pertencem as vias
significativamente reguladas durante a infecgcdo com as formas TMs do T. cruzi, foi
feita uma andlise de enriquecimento de vias contidas em KEGG, tendo como
resultado 32 vias enriquecidas com p < 0,006 (Anexo 4). A Figura 10 da via de
sinalizacdo por receptores do tipo NOD foi obtida a partir dessa analise de
enriquecimento, sendo esta a via com maior numero de genes diferencialmente
expressos (31/233) e menor valor de p (5,8 x 1016). Esta foi uma das razées para
a escolha dos genes PLCB2, GBP4 e OASL para validacdo do transcritoma,
juntamente com a sua posi¢cao no rank dos genes diferencialmente expressos

(Anexo 1). Outra via interessante que foi regulada durante a infeccéo € a de infeccao

34



L‘Universidade de Brasilia Natalia Gil Jaramillo — Transcritoma DCs—T. cruzi

do virus papiloma humano (Figura 11), apresentando 19/233 genes
diferencialmente expressos e um valor de p = 0,006. Igualmente, os genes MX1 e

WNT5B foram selecionados a partir desta via para validacédo do transcritoma.
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Figura 10. Enriquecimento da via de sinalizacdo por receptores do tipo NOD (hsa04621) segundo KEGG. Os genes sdo mostrados em uma escala de azul
a vermelho segundo o Log2 Fold change apresentado por estes.
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Figura 11. Enriquecimento da via da infec¢&o do virus do papiloma humano (hsa05165) segundo KEGG. Os genes sao mostrados em uma escala de azul

a vermelho segundo o Logz Fold change apresentado por estes.
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Por outro lado, a partir do transcritoma foi feita uma analise de correlacéo dos
primeiros 50 genes diferencialmente expressos, onde estes eram correlacionados
segundo seu nivel de expressdo, obtendo um gréfico de correlacédo (Figura 12).
Entre os primeiros 50 genes, todos eles apresentaram correlacdo matematica

positiva com outros genes.
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Figura 12. Grafico de correlagdo entre os niveis de expressao dos primeiros 50 genes diferencialmente
expressos. A escala mostrada entre vermelho e azul representa o niumero de correlagdo negativa ou
positiva entre os genes.

A fim de determinar o significado biolégico no controle da magnitude da
expressao diferencial de cada gene, uma rede de interacao proteina-proteina (PPI)
dos DEGs foi gerada usando o banco de dados STRING. Apds a exclusdo de genes

e proteinas ndo anotados sem interacao relatada, as 126 proteinas participantes da
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rede apresentaram sete padrdes funcionais consistentes (Figura 13). Notadamente,
quatro deles estédo intimamente relacionados a resposta a virus: resposta a virus
(magenta), processamento do antigeno MHC-I e apresentacdo por meio de
proteassoma de ubiquitina (amarelo), via de sinalizagéo do receptor semelhante a
NOD (violeta) e metalotioneinas (laranja). Além disso, trés fungdes tipicas de DCs
foram reguladas para cima e destacadas na rede PPI. producdo de espécies
reativas de oxigénio (ciano), recrutamento de linfocitos (verde menta) e
coestimulagdo (rosa pélido). Em relacdo a resposta relacionada a virus, foi
observada uma correlacdo direta entre o Fold change e a probabilidade de PPI
(representada pelo diametro do né e o comprimento da aresta, respectivamente).
Vale ressaltar que os 10 principais hubs de rede: ISG15, IFIT3, MX1, RSAD2,
STATL, IFIH1, OASL, IFIT1, IFI44L e IFI44 pertencem ao termo GO "resposta ao
virus", reforgcando que o T. cruzi pode ativar uma resposta relacionada a virus em
DCs. Esse padrao indica que a expressao diferencial obtida por meio da andlise do
transcritoma ndo é aleatéria e suporta um significado bioloégico para as vias
desencadeadas. Dentro da rede PPI, da via de resposta do virus foi conectada a
sinalizag&o dos receptores tipo NOD, recrutamento de linfécitos e processamento e
apresentacdo de antigenos via MHC-l através de GBP1, CXCL10 e USP18,
respectivamente. Além disso, o CCL4 liga o agrupamento de recrutamento de
linfocitos as proteinas relacionadas a coestimulacdo. Finalmente, as
metalotioneinas orientam-se em um Unico grupo que apresenta uma forte
probabilidade de PPI.

39



!!Universidade de Brasilia

Natalia Gil Jaramillo —

Transcritoma DCs-T. cruzi

SP100 XRN1
MT1M
2 € DCP1A e LGALS38P
® H%ZZ @
MT1E e
‘ MT1F
C?R . MT1X BS.T2 PATLA TRIM25 ®
g @ STAT2 TRIM21 @
MT1H IFIT5
CCR1 ccLs MT2A CXCL11 N‘/ﬂ LAPS
; ] / = ACTRA
D48 ’ MT1G - DH. o — PSME2 SMCHD1 cmgam
G PSME1
i CXCL10 ZBP1 SP110 ®
¢ RTP4
CXCLY 2 e IFI35
) e |
CCL4 ' & : IRF7  IRF1 SMAD3
® iy OG0 B T g g e
PDCD1 © uBe2LdP i FIT3MN. OAS! ® 2 rsMA3
= T @ W uspis SSB
{ 1 PSMBS ®
EIF2AK2 IFIH y ALK Six1
ccLs GB.PS cepi &m0 y
cots nergs. @ (S0 @,y paRPr2 DMXL1
PTGS2 UBA7 - SAMDSL - . @ mXx2 PSMA4 psyss  CD2AP
cD274 HERCS " iFig- @ USP41
TRIM22 ) o
. 8 TAP1 STAP1
'S SOD2 GBP2 SAMBS PARP9 [ )
7 g ® PARP14 . @ IFITM1
@
CXCL8 KIAA1033
: CARD1s  TAGAP "™ DTX3L RNF213 |
o E] MRPL17 SP140 ® s
®
%2 CAgm RBgm IFITM2 CHMP5
o IL1A @
® SP140L
0,58 @ IFITM3
0 CASP1 FAS
@ TLR3
16 MRPL40 @ IL15RA
38
CASP10

Log, Fold change

Figura 13. A interacdo proteina-proteina ressalta os genes da resposta do virus como hubs da rede. Os DEGs foram usados como entrada para analise
de interagdo proteina-proteina (PPI) no banco de dados STRING. Magenta: resposta do virus (GO: 0009615); amarelo: processamento e apresentagao de
antigeno exégeno (GO: 0002479) incluindo proteassoma (hsa03050) e ubiquitinagdo / deubiquitinagdo (GO: 0016567 / GO: 0016579); violeta: via de
sinalizacdo de receptores tipo a NOD (hsa04621); verde menta: via de sinalizagdo de quimiocina (hsa04602); rosa palido: coestimulagéo de linfocitos;
laranja: metalotioneinas relacionadas a resposta do virus; ciano: proteinas relacionadas a espécies reativas de oxigénio. Um escore de confian¢ca de 0,6
foi definido como ponto de corte permitindo dados de coexpressédo, coocorréncia e experimentais como evidéncias. Os comprimentos das arestas
representam a pontuacédo de evidéncia STRING: pontua¢des mais altas refletem comprimentos mais curtos. O didametro dos nés representa o Log2 Fold
change no transcritoma.
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5.4. Validacao do transcritoma global via RT-qPCR

Para a validacdo dos dados do transcritoma foram escolhidos 7 genes
usando os parametros descritos nos materiais e meéetodos: TNFSF18, CXCL9,
USP18, GBP4, PLCB2, OASL e WNT5B. A Figura 14A mostra o resultado da RT-
gPCR obtida a partir de trés réplicas bioldgicas de cada doador que participou no
transcritoma. O Logz Fold change de USP18 e CXCL9 é aproximadamente 3,
enquanto o de TNFSF18 foi menor, como visto no transcritoma (Figura 14C). Para
verificar que o padréo de expresséo se conserva em uma amostra maior, 3 novos
doadores foram incluidos na analise. Mediante comparacao entre a Figura 14B e C
€ possivel ver que inclusive em amostras maiores, 0s genes testados foram
regulados como esperado, e inclusive os valores de p se refletem na quantificacédo
feita com RT-qPCR, pois genes mais significativos no transcritoma sdo também os
mais significativos na validagdo feita no método independente. Desta forma, os

dados da RT-gPCR confirmam os observados no transcritoma.
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Figura 14. Validagéo via RT-gPCR do transcritoma da interagdo DCs-T. cruzi. Os genes CXCL9, TNFSF18
e USP18 foram testados e normalizados respeito a expressao de B2M por triplicata nos doadores A, B e
C (n=9; média do Logz Fold change + SD) (A), e por réplica Unica de mais trés doadores (n = 6; média do
Logz Fold change + SD) nos mesmos genes junto com MX1, OASL, GBP4, WNT5B e PLCB2 (B). O Log2
Fold change dos genes no transcritoma é apresentado em C. Os valores de p sdo mostrados na frente
das barras. Normalidade verificada mediante D’Agostino & Pearson, o teste t ndo pareado foi usado para
as comparacfes contra as amostras controle.

5.5. Validacao do transcritoma via dosagem de citocinas
Para validacdo em nivel de proteina do transcritoma, tentou-se uma
abordagem a partir da quantificacdo de citocinas secretadas no meio durante a

interacdo. No transcritoma, as citocinas IL-8, IL-1f3, IL-10 e TNF apresentaram uma
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expressdo levemente aumentada nas amostras infectadas (~2 vezes maior),

enquanto que IL-6, IL-12 e IL-4 ndo mostraram diferenca significativa (Tabela 5).

Tabela 5. Expressao diferencial dos transcritos das citocinas, segundo o transcritoma. NA: nao aplica.

Citocina LogzFold change Padi
IL-6 NA NA
IL-12 NA NA
TNF 1,28 1,2848 x 10°
IL-8 1,24 0,0006
IL-10 0,99 0,0089
IL-1B 1,14 0,0103

Com esse intuito, as mesmas citocinas foram dosadas em 25 pL do
sobrenadante da interacdo DCs-T. cruzi, obtendo os resultados listados na Tabela
6. No entanto, grande parte dos resultados ndo foi usada na analise (0 pg/uL na
tabela) por ter ficado abaixo do limite de deteccédo dos kits (1,9 pg/uL para IL-12p70;
2,5 pg/uL para IL-6; 3,3 pg/uL para IL-10; 3,7 pg/pL para TNF; 3,6 pg/uL para IL-8;
e 7,2 pg/uL para IL-1B). Enquanto a citocina IL-12p70, todos seus valores foram

inferiores ao limite de deteccéo.

Tabela 6. Dosagem de citocinas em 25 pL do sobrenadante obtido apds 12 h de interac&o nas diferentes
réplicas dos doadores A, B e C. Dados normalizados para igual quantidade de células no meio.

Amostra TNF IL-10 IL-6 IL-18 IL-8
(Pg/uL) (Pg/uL) (Pg/uL) (Pg/uL) (pg/uL)
A1CTR 0,56 0 0,41 0 194,80
A1 INF 1.25 0 1,02 0 358,35
A2 CTR 0 0 0 0 92,08
A2 INF 14,27 0 0 0 234,45
A3CTR 0,54 0 1,15 0 685,66
A3 INF 9,64 0,40 3,23 0 1397,17
A4 CTR 0,61 0 7,53 0 141,42
A4 INF 50,62 22,46 855,93 107,35 3232,13
B1CTR 0 0 0 0 10,42
B1INF 0 0 0,30 0 82,70
B2 CTR 0 0 0 0 77,87
B2 INF 0 0 0,88 0 137,12
B3 CTR 0 0 0 0 32,29
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B3 INF 0 0 1,92 0 226,57
B4 CTR 0,37 0 0 0 70,46
B4 INF 48,10 0 6,16 0,58 1023,81
B5 CTR 0,53 0 0,44 0 168,13
B5 INF 0,47 0 0,26 0 53,12
B6 CTR 0,62 0 0,48 0 265,39
B6 INF 3,54 0 0,95 0 488,03
B7 CTR 0,67 0 0,27 0 60,00
B7 INF 0,65 0 0,58 0 59,55
C1CTR 0 0 0 0 10,37
C1INF 0 0 0 0 14,49
C2CTR 0,95 0 1,36 0 176,13
C2 INF 0,88 0 1,00 0 166,82
C3CTR 0,37 0 151 0 625,03
C3 INF 35,57 0,29 24,08 1,08 1779,29
C4 CTR 1,04 0 1,40 0 68.78
C4 INF 3,80 0 2,49 0 275,89
D1CTR 0,76 0 0,45 0 364,90
D1 INF 4,61 0 0,94 0 483,84
E1CTR 0,70 0 0,28 0 204,63
E1 INF 3,68 0 1,18 0 380,20
F1CTR 1,80 0 59,52 0 1357,31
F1INF 3,68 2,68 73,68 1,04 2858,55

A partir dos dados normalizados e ndo excluidos da Tabela 6, a Figura 15 foi
obtida, observa-se que néo teve diferenca significativa nas concentracdes de IL-10
e IL-1B no meio, embora no transcritoma estes genes foram significativamente mais
expressos nas amostras infectadas. Contudo, entre 0s genes que codificam para
citocinas, estes foram os que apresentaram o valor de p mais alto, pelo o que é
razoavel concluir que técnicas menos sensiveis ndo detectam a diferenca de
expressdo. Por outro lado, TNF e IL-8 mostraram secrecdes diferencialmente
significativas, como esperado segundo o transcritoma (Figura 15B e D). Como

previsto, IL-6 ndo apresentou diferencga significativa.
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Figura 15. Dosagem de citocinas para validacdo do transcritoma em nivel de proteina. Apds 12 h de
interac&o, o sobrenadante dos grupos controle e infectado foi coletado para cada doador (doador A:
circulo verde; doador B: quadrado roxo; doador C: triangulo azul; doador D: losango rosa; doador E:
triangulo invertido verde claro; doador F: hexagono laranja) e testado para IL-10 (A), TNF (B), IL-1B (C),
e IL-8 (D) usando o kit CBA de citocinas humanas inflamatdrias (BD). As linhas horizontais nos graficos
mostram a mediana das quantificacdes (pg/uL) e cada ponto representa uma réplica (n= 19). Os dados
ndo apresentaram distribuicdo normal segundo Shapiro-Wilk e as diferengas significativas foram
testadas usando o teste Mann Whitney. **: p £0.01; ***: p < 0.001.

5.6. Preparacdo das amostras para o proteoma da interacdo DCs-T.
cruzi

A Tabela 7 contém as quantificacdes dos extratos de proteina obtidos das

DCs ap6s 12 h de interacdo com o parasito. A quantidade minima sugerida de 11

ug de proteinas foi atingida em todas as amostras.
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Tabela 7. Quantificacdo de proteinas das amostras para proteoma da interagcdo DCs-T. cruzi. As
amostras foram nomeadas segundo o doador (B, C e D) e condi¢do (controle: C, infectado: I).

Amostra Quantidade total (ug) Volume total (pL)
B_C 22 44
B_I 22,5 44
ccC 31,4 45
C_l 11,4 41
D C 11 40
D I 12 40,5

Posteriormente a integridade de todas as amostras foi confirmada mediante
visualizacdo em SDS-PAGE, confirmando que a quantificacdo e a limpeza das
amostras foram homogéneas, como visto na Figura 16 para os doadores B e C.
Portanto, as amostras sao aptas para a realizacao futura de um proteoma, que sera

realizado ap0s sobrelevar impedimentos técnicos e circunstanciais (pandemia).

M BC Bl CC CI

150kDa

100 —
75 —

50 —

25—

Figura 16. Integridade das amostras de proteina. SDS-PAGE 12% das amostras dos doadores B e C. 2.5
pg de proteina de cada amostra foram visualizados no gel mediante colora¢do por prata. Ordem dos

poc¢os: Marcador de peso molecular (M), doador B controle (B_C), doador B infectado (B_l), doador C
controle (C_C), doador C infectado (C_lI).

45



L‘Universidade de Brasilia Natalia Gil Jaramillo — Transcritoma DCs—T. cruzi

5.7. Obtencéao de DCs murinas (BM-DCs)

Para testar a via de resposta a virus no modelo murino, foi necessaria a
obtencédo de células dendriticas diferenciadas de medula éssea. Apds 7 dias de
diferenciacéo, as BM-DCs obtidas mostravam uma s6 populagéo (Figura 17A), eram
negativas para o marcador de macréfagos F4/80 (Figura 17C), expressavam 0S
marcadores de DCs murinas CD11b e CD11c (Figura 17C e D), e apresentaram
diferentes porcentagens de expressdo positiva da molécula MHC-Il. Uma
viabilidade maior a 95% foi verificada em cada experimento Figura 17B). Portanto,

pode-se afirmar que foi possivel obter uma diferenciacdo completa das BM-DCs.
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Figura 17. Caracterizacdo das BM-DCs. Apo6s 7 dias de diferenciacdo as DCs obtidas a partir de células
de medula 6ssea foram caracterizadas mediante citometria de fluxo usando anticorpos contra
marcadores tipicos de DCs (CD11lb, CD11lc e MHC-Il) e macréfagos (F4/80). Os paneis mostram
resultados representativos da populagcdo total (A), viabilidade das células (B) e expressdo dos
marcadores (C e E) de todos os experimentos feitos.
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5.8. Treinamento das BM-DCs usando Poli I:C

Numa tentativa de estimular uma resposta a virus nas DCs murinas, elas
foram cultivadas com Poli I:C durante 8 ou 24 h. Apos 8 h, foi possivel observar uma
diminuicdo de aproximadamente 50% nas células expressando os marcadores de
maturacdo CD80, CD86 e CD40 (Figura 18). Por outro lado, as BM-DCs incubadas
durante 24 h ndo mostraram diferenca significativa com suas contrapartes
incubadas somente no meio, mas 0s dois grupos mostraram-se diminuidos na
expressdo de CD80 e CD40, e aumentados na expressdo de MHC-II quando

comparados com as BM-DCs recém diferenciadas (Figura 19).
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Figura 18. Marcadores de maduracé&o nas BM-DCs treinadas durante 8 h com Poli I:C. BM-DCs imaturas
foram estimuladas por 8 h usando 10ug/mL de Poli I:C, lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD80
(A), -CD86 (B) e -CD40 (C). No grafico é mostrada a média da porcentagem positiva de células + SD, n=3.
A normalidade foi verificada usando D’Agostino & Pearson e as comparac6es foram feitas usando teste
t ndo pareado. **: p £0,01; ****: p £0,0001.
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Figura 19. Marcadores de maduracéo nas BM-DCs treinadas durante 24 h com Poli I:C. BM-DCs imaturas
foram estimuladas por 24 h usando 10ug/mL de Poli I:C, lavadas e marcadas com anticorpos anti-MHC-
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Il (A), -CD80 (B), -CD86 (C) e -CD40 (D). No gréafico & mostrada a média da porcentagem positiva de
células + SD, n=3. A normalidade foi verificada usando D’Agostino & Pearson e as comparagdes foram
feitas usando teste de Turkey. *: p £ 0,05; **: p £ 0,01, valor de p mostrado para as BM-DCs imaturas
guando comparadas com as que foram estimuladas ou ndo com poli I:C 24 h depois.

Apoés o treinamento por 8 h com o Poli I:C, tanto as DCs infectadas (INF)
guanto as DCs treinadas e infectadas (tINF) mostraram maior expressédo de MHC-
Il do que as DCs treinadas (tCTR) ou nédo (CTR). Adicionalmente, todas elas
mostraram maior expressdo dessa molécula do que foi visto justo depois da
diferenciacdo. Nao teve diferenca entre as amostras INF e tINF (Figura 20A).
Ademais, o CD86 mostrou diferenca significativa entre células controle e infectadas,
aumentando no caso das células néo treinadas e diminuindo no caso das BM-DCs
gue foram estimuladas com o Poli I:C. Neste caso, as amostras INF expressaram
mais CD86 do que as tINF (Figura 20B).
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Figura 20. Marcadores de maturacdo nas BM-DCs treinadas ou nao por 8 h com Poli I:C apés 12 h de
infeccé@o. Ap6s 8 h de treinamento com 10 mg/mL de Poli I:C, as BM-DCs foram postas em contato com
as formas MTs do T. cruzi e sua expressao de MHC-II (A) e CD86 (B) foi avaliada mediante citometria de
fluxo. A médiada porcentagem positivade células + SD é apresentada, n = 3. A normalidade foi verificada
usando D’Agostino & Pearson e as comparagodes foram feitas usando teste de Turkey. **: p £0,01; ***: p
<0,01. As BM-DCs foram significativamente diferentes a todas as condi¢des testadas com um valor de
p £0,0001 (****). Em B, grupos com igual letra ndo apresentam diferenca significativa, grupos com letras
diferentes apresentam diferenga com p < 0,05. CTR: BM-DCs néo infectadas; INF: BM-DCs infectadas;
tCTR: BM-DCs treinadas com Poli I:C néo infectadas; tINF: BM-DCs treinadas com Poli |:C infectadas.

No caso das 24 h de treinamento, foi vista também uma maior expressao de

MHC-1l e CD86 em todos os grupos quando comparados com os valores das BM-
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DCs justo depois da diferenciacéo (p < 0,001 e 0,0001, respetivamente), mas uma
diminuicdo de aproximadamente 90% da expressdo de CD40 (Figura 21A-C).
Aproveitando a fluorescéncia da cepa usada para a infeccao, foi possivel identificar
as BM-DCs que tinham sido infectadas, com uma média de 1,6% e 1,2% delas
sendo positivas no grupo INF e tINF, respetivamente, mas sem diferenca
significativa entre os grupos (Figura 21D).
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Figura 21. Marcadores de maduracédo apdés treinamento ou ndo por 24 h com Poli I:C e 12 h de infeccéo.
ApOs 24 h de treinamento com 10 mg/mL de Poli I:C, as BM-DCs foram postas em contato com as formas
TMs do T. cruzi e sua expressao de MHC-II (A), CD86 (B), CD40 (C) e taxa de infeccdo (D) foi avaliada
mediante citometria de fluxo. A média da porcentagem positiva de células + SD é apresentada, n = 3. A
normalidade foi verificada usando D’Agostino & Pearson e as comparagdes foram feitas usando teste
de Turkey. *: p £0,05; ***: p <0,001; ****: p £0,0001; ns: ndo significativo.

5.9. Manuscrito “The first contact of human dendritic cells with
Trypanosoma cruzi reveals response to virus as an unexplored central
pathway”

Os resultados do presente trabalho foram usados para a escrita do artigo que
se encontra adjunto no Anexo 5.
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6. DISCUSSAO

Durante as principais formas de infecc¢éo (inseto vetor e via oral), o T. cruzi €
inoculado nas membranas mucosas ou na pele lesada antes de chegar a corrente
sanguinea para infectar outras ceélulas do corpo (DE LANA; MARQUES;
MACHADO, 2010; MACHADO et al., 2013). A pele é habitada por populacdes de
células imunes que servem como uma primeira linha de defesa contra a invaséo de
patogenos. Entre essas populacdes estdo as DCs, que desempenham uma funcéo
sentinela essencial, captando antigenos ou agentes infecciosos e transportando-o0s
para o linfonodo para o reconhecimento de células T e a iniciacdo de respostas
imunes (HILLIGAN; RONCHESE, 2020; RONCHESE; HILLIGAN; MAYER, 2020).
As células de Langerhans, DCs associadas a tecidos e especialmente a mucosas,
incluem-se entre as primeiras células em contato com o parasito, enquanto outros
subtipos de DCs seréo recrutados no lugar da infeccdo nas seguintes 8 a 24 h
(KELLY; HWANG; KUBES, 2007; LUTZ et al., 2017). As células de Langerhans
apresentam como principais marcadores Langerina e CDla (COLLIN;
MCGOVERN; HANIFFA, 2013); este ultimo foi verificado também nas DCs obtidas
no presente trabalho e esta relacionado com DCs de tecidos mucosos (SEGURA;
AMIGORENA, 2015). No contesto da infeccao pelo T. cruzi, um estudo demostrou
que a inoculacao intradérmica do parasito produz durante as primeiras 72 h um
infiltrado baixo, com poucos macrofagos, neutréfilos e mondcitos; mas que
consegue induzir a mobilizacdo de DCs inflamatdrias derivadas de mondcito até os
orgaos linfoides secundarios. Além disso, eles mostraram que essas MoDCs séo
provavelmente responsaveis por impedir a ativacdo de linfécitos T (PONCINI;
GONZALEZ-CAPPA, 2017). Isto justifica a escolha das DCs derivadas de mondcito
como modelo para o estudo do que acontece durante o primeiro contato do sistema
imune do hospedeiro humano com as formas TMs do parasito. Vale ressaltar que o
conhecimento atual da interacdo DCs-T. cruzi em humanos limita-se quase
exclusivamente a quantificacdo de alguns marcadores de superficie e dosagem de
citocinas (GIL-JARAMILLO et al., 2016). Com isso em mente, o transcritoma da

interacdo DCs humanas com o T. cruzi foi obtido, analisado e validado aqui.
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Na tentativa de simulacdo das condicbes do primeiro contato entre o
hospedeiro humano e o T. cruzi, as formas TMs foram obtidas a partir de cultivo em
meio TAU3AAG, que contém os trés aminoacidos necessarios para a
metaciclogénese, assim como lise dos epimastigotas usando soro ativo
(CONTRERAS et al.,, 1985; CANAVACI et al., 2010). Essas formas séao
precisamente as que penetram nas lesdes formadas apos a picada do vetor e as
gue conseguem estabelecer uma infeccdo oral mediante a ingesta de alimentos
contaminados (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; ANDRADE; GOLLOB;
DUTRA, 2014). Estd demonstrado que os TMs gerados em meio de cultura
conservam as caracteristicas de TMs derivados de insetos, e , por tanto, varios
estudos importantes foram baseados em TMs derivados in vitro (CONTRERAS et
al., 1985, 1988; TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986; BONALDO et al., 1988; GONZALES-
PERDOMO; ROMERO; GOLDENBERG, 1988; DORTA et al., 1995; SCHUSTER,;
SCHAUB, 2000; MENDES et al., 2016; AMORIM et al., 2017; LEWIS et al., 2018;
MONTEON, 2019). Os meios TAU e TAU3AAG foram projetados para simular as
condi¢Oes intestinais dos insetos e estimular um processo de metaciclogénese o
mais natural possivel. Por exemplo, Contreras e colegas mostraram morfologia,
capacidade de infec¢do in vitro e in vivo e curva de parasitemia semelhante entre
TMs derivados de inseto e aqueles derivados de meio de cultura (CONTRERAS et
al., 1985, 1988). Resisténcia comparavel ao complemento e lise de macréfagos
também foram demonstradas (BONALDO et al., 1988; GONZALES-PERDOMO;
ROMERO; GOLDENBERG, 1988). Finalmente, as mesmas caracteristicas
antigénicas foram detectadas em multiplas cepas de T. cruzi quando os dois tipos
de TMs foram comparados (TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986). Além disso, este método
€ amplamente utilizado devido a sua simplicidade e alto rendimento (obtencéo de
grande volume de parasitas para testes bioldgicos, uma caracteristica importante
considerando que os TMs sao incapazes de se dividir) (DORTA et al., 1995;
AMORIM et al., 2017).

Entre os poucos estudos feitos em DCs humanas, a interagcdo DCs-T. cruzi
sempre foi avaliada apos 16 a 72 h (VAN OVERTVELT et al.,, 1999, 2002;
BRODSKYN et al.,, 2002; OUAISSI et al., 2002; RODRIGUEZ; CARLIER;
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TRUYENS, 2012). Sendo o intuito do presente estudo avaliar o que acontece no
inicio da interacao, decidiu-se trabalhar com um tempo menor aos estudados por
outros laboratorios, o qual foi definido mediante experimentos preliminares entre 4
e 24 h (GIL-JARAMILLO, 2016). Pensando em avaliar se 12 h de interagao DCs-T.
cruzi seriam suficientes para representar a modulagéo génica do evento, a taxa de
infeccdo e o numero de amastigotas por célula infectada foram determinados,
obtendo uma média de 31,5% de DCs infectadas e de 2,2 amastigotas/DC infectada
(Figura 4). Em adi¢cdo, 12 h e sob nossas condi¢cdes experimentais as células
apresentam bem diferenciadas sob o ponto de vista morfolégico. Estudos anteriores
de infeccdo do T. cruzi em DCs humanas mostraram taxas de infeccdo similares
usando técnicas diferentes, como imunofluorescéncia ou citometria de fluxo. Em
1999, Van Overtvelt e colaboradores, demostraram que o T. cruzi tinha a
capacidade de infectar DCs humanas, apresentando uma taxa de infeccéo variavel
de 45 a 80% apoés 24 h de interagcdo com tripomastigotas da cepa Tehuantepec
derivados de cultura com MOI igual ao usado no presente trabalho (10:1) (VAN
OVERTVELT et al., 1999). Mais tarde, 0 mesmo grupo obteve uma porcentagem de
30% de infeccdo apds 24 h usando a mesma cepa e 0 mesmo MOI, porém
realizando a quantificacao por citometria de fluxo (VAN OVERTVELT et al., 2002).
Outros estudos testaram também a infec¢do do T. cruzi em populagdes celulares
similares, como é o caso dos mondcitos, e apresentaram perto de 100% de infeccao
quando testados com cepas altamente infectivas, como Y e Col ¢l 1.7, ap6s 15 h de
interacdo e MOI 10:1 (MAGALHAES et al., 2015). Cabe perguntar entdo qual
influéncia teriam os 68,5% das células néo infectadas nas amostras incubadas com
0 parasito. Apesar dessas DCs nao estarem infectadas, tiveram contato com o T.
cruzi, e multiplos trabalhos ja demonstraram seu efeito de ativagéo “espectadora”
em diferentes linhagens celulares (MOSCA; BRICENO, 2009; RODRIGUEZ;
CARLIER; TRUYENS, 2012; DE BONA et al., 2018), e mais especificamente, em
DCs humanas (VAN OVERTVELT et al., 2002; MAGALHAES et al., 2015). Portanto,
no presente trabalho os resultados obtidos devem interprestar-se como o reflexo de
um perfil de expressdo misto de células infectadas e espectadoras, que é

precisamente o0 que acontece durante um primeiro contato natural (PONCINI,
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GONZALEZ-CAPPA, 2017). No referente ao nimero de amastigotas por célula
infectada, somente Van Overtvelt e colaboradores reportam esse resultado com 4
a 10 amastigotas intracelulares apds 24 h de infeccdo para o MOI de 10:1 (VAN
OVERTVELT et al., 1999).

No que diz respeito ao numero de reads de boa qualidade obtidas por
amostra, com mais de 23 milhfes para cada (Tabela 4), outros transcritomas de
células humanas tem apresentado numeros similares, permitindo cobertura e
profundidade suficiente para a identificacdo de genes diferencialmente expressos.
Entre eles, Kaakoush e colaboradores obtiveram 29 milhdes de reads por amostra
e 8343 DEGs em macrofagos diferenciados a partir de THP-1 (KAAKOUSH et al.,
2015); Fernandes e colaboradores, usando macrofagos derivados de mondcitos de
sangue periférico, obtiveram 85 milhdes de reads por amostra com mais de 5000
DEGs (FERNANDES et al., 2016), e Li e colaboradores conseguiram o total de 77
milhdes de reads por amostra, representando 450 DEGs a partir de fibroblastos
humanos de linhagem (LI et al., 2016).

O PCA obtido ap0s a exclusdo das amostras A1C, B1l e C2| apresentou um
padrdao de agrupamento bem definido segundo a condicéo (infectado ou controle)
(Figura 5). A eliminacéo desses dados dentro do contexto da analise global é valida
porque a abordagem tem enfoque na condicdo e ndo no individuo, ou seja, ignorar
uma amostra de cada doador ndo provoca nenhum vieis. No relativo a variancia
apresentada entre as amostras e a vista no PCA, ela se encontra dentro do aceitavel
para amostras de transcritomas de células humanas, tendo em conta que individuos
diferentes foram escolhidos como doadores (FERNANDES et al., 2016; HOUSTON-
LUDLAM; BELEW; EL-SAYED, 2016; D’ERCHIA et al., 2017).

Outro aspecto importante € o nimero de DEGs obtidos na andlise (468)
(Figura 6 e Anexo 1), um numero pertinente para um estudo complexo e abrangente
como o presente, onde é de interesse encontrar genes importantes durante a
interacdo DC-T. cruzi e que sejam comuns dentro de uma populacao diversa, como
a dos individuos propensos a contrair a doenca, incluindo humanos. De maneira
interessante, os dois estudos com células humanas e T. cruzi existentes até o

momento apresentaram uma quantidade similar de DEGs (800 e 500,
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respectivamente), apesar de terem uma cobertura significativa com 69 e 77 milhdes
de reads por amostra, respectivamente (HOUSTON-LUDLAM; BELEW; EL-SAYED,
2016; Ll et al., 2016).

Com relacdo a quantidade de genes regulados negativamente (Figura 6), o
transcritoma de fibroblastos humanos quando infectados com a cepa Sylvio durante
24 h apresentou 46 genes regulados negativamente contra 243 regulados
positivamente (HOUSTON-LUDLAM; BELEW; EL-SAYED, 2016), resultado similar
ao presente, tendo aquele, todavia, uma cobertura maior (77 milhdes de reads por
amostra). Com isto, pode-se inferir que a quantidade de DEGs e, principalmente de
genes com regulacdo negativa, ndo esta relacionada a uma analise errada, mas
provavelmente a variacdo entre as amostras, ja que sao obtidas de doadores e néo
de linhagens.

A partir dos 468 DEGs obtidos no transcritoma, uma analise de
enriguecimento de termos no GO e de vias no KEGG foi realizada, obtendo 520
termos e 32 vias, respectivamente. Entre essas andlises, a resposta a virus
mostrou-se muito importante, incluindo termos relativos ao interferon do tipo I (IFN-
), e vias como resposta a influenza, herpes, hepatite, entre outras (Anexo 2 e Anexo
4). Por essa razao, a via de resposta de defesa a virus foi selecionada para andlise
da expressdo diferencial de genes em células dendriticas humanas quando
infectadas por formas TMs do T. cruzi (Figura 7 e Figura 11). Além disso, a via de
sinalizacao por receptores do tipo NOD (NLRs) e a de secre¢éo de IL-1p foram
também reguladas de acordo com as analises de enriquecimento e, por isso, foram
escolhidas para analise aprofundada (Figura 8 e Figura 10). Um dos objetivos do
presente trabalho consistia em identificar novos alvos de estudo da fase inicial da
doenca de Chagas, e vias pouco estudadas na interagdo DCs-T. cruzi como a de
resposta a virus e de sinaliza¢éo por NLRs se apresentam como boas opcoes.

A via de sinalizacao desencadeada por NLRs tem sido bastante estudada na
imunidade murina e humana, tendo papeis na transducéo de sinais, autofagia,
ativacao transcricional e montagem do inflamassoma (MOTTA et al., 2015).
Igualmente, o papel desses receptores tem sido descrito nas DCs, pois sao

importantes reguladores da transcricdo das moléculas de MHC assim como de
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moléculas acessérias recrutadas no processo de apresentacdo de antigenos
(KRISHNASWAMY; CHU; EISENBARTH, 2013). Ademais, alguns estudos sugerem
uma relacéo direta entre alguns NLRs e a maturacao e migracao das DCs (LI et al.,
2007; EISENBARTH et al., 2012). No entanto, a importancia dos NLRs na interag&o
DCs-T. cruzi ndo esta completamente definida e até o momento existem poucos
estudos relacionados. No modelo murino, existe um trabalho descrevendo o papel
fundamental de Nod1l em macréfagos derivados de medula para a expressao de
produtos dependentes do fator de transcricdo NF-k( durante a infeccao pelo T.
cruzi, demonstrando também que camundongos deficientes neste gene eram
altamente susceptiveis ao parasito (SILVA et al., 2010).

Além de NOD1 y NOD2, NLRP3 também ja foi estudado no contexto da
infeccdo pelo T. cruzi com resultados aparentemente contraditérios. Inicialmente foi
comprovado que NLRP3, mas ndo NLRC4 nem NLRP®6, era requerido durante a
infeccdo do parasito para a ativacdo de caspase-1 e secrecao de IL-18 (SILVA et
al., 2013). Posteriormente foi visto que macrofagos peritoneais de camundongos
deficientes em NLRP3 ou caspase-1 apresentavam uma producdo reduzida de
oxido nitrico sem capacidade de eliminar o parasito, o que se refletia em uma alta
parasitemia nos camundongos, isto usando a cepa Y (GONCALVES et al., 2013).
No entanto, outro trabalho observou um nimero de parasitos intracelulares 4 vezes
menor nos macrofagos derivados de medula que nao expressavam NLRP3
infectados pela cepa Tulahuen durante 3 ou 18 h, com producdo desregulada de
citocinas, mas uma alta producdo de espécies reativas de oxigénio. Os autores
propuseram que era possivel que no comeco da infeccdo a super producédo de
espécies reativas de oxigénio compensaram a falta de NLRP3 para favorecer a
eliminacéo do parasito, mas finalmente, a falta de ativagdo da 6xido nitrico sintase
induzivel/oxido nitrico impediu o controle no longo prazo do T. cruzi (DEY et al.,
2014). Todavia, um terceiro estudo demostrou que n&o havia diferenca na
parasitemia dos camundongos selvagens e aqueles deficientes para NLRP3, mas
gue a carga parasitaria no figado era maior no ultimo grupo, indicando que NLRP3
nao é indispensavel para o controle da infec¢cdo, mas necessario para a eliminacéo

do parasito no figado (PAROLI et al., 2018). De igual maneira, a diferenca entre os
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resultados poderia ser questdo do ponto na linha do tempo onde eles sé&o obtidos,
pois € possivel que os parasitos poderiam usar o figado como reservatério. Em
humanos, foi visto que NLRP3, ASC e IL-1B sdo mais expressos em pacientes
chagasicos com anomalias cardiacas quando comparados com 0s pacientes
indeterminados, sugerindo que a alta expresséo do receptor pode induzir uma maior
producdo de citocinas, 0 que pode desencadear o desenvolvimento das formas
clinicas (PEREIRA et al., 2018).

No presente transcritoma, NOD2 (2x mais expresso) e NLRC5 (2,8x mais
expresso) foram os receptores tipo NOD diferencialmente expressos, assim como
varias das moléculas relacionadas com esta via, segundo o0 KEGG (GBP4, OAS3,
GBP1, OAS2, STAT1, OAS1, IRF7, AIM2, MYD88, GBP5, STAT2, TNF, CARDLS6,
GBP3, CCL5, CASP1, NAMPT, CXCL8, MFN1, PLCB2, IFR9, GBP2, RBCK1,
PNX1, IL1B, IFI16, CASP4, IKBKE, RIPK2, CCL2). Porém, nem NOD1 nem NLRP3
foram diferencialmente expressos, o que poderia significar que realmente estes
receptores tém importancia numa fase mais avancada da infeccao, e, portanto,
provavel que outros sensores desencadeiem a ativacdo dos inflamassomas nas
fases iniciais. RIG-I e AIM2, sensores reportados em resposta a virus (CHEN,;
ICHINOHE, 2015), foram mais expressos segundo o transcritoma nas DCs
infectadas, e se apresentam como alternativas naquele processo. No entanto,
Chessler e colaboradores demostraram que RIG-I e AIM2 ndo sdo necessarios para
a producado de IFN-B nos macréfagos infectados com a cepa Y do parasito
(CHESSLER et al., 2008). Possivelmente, a producdo de IFN do tipo | ndo é uma
consequéncia exclusiva da ativacao desses inflamassomas, mas é provavel que o
IL-18 produzido por eles seja util para desencadear inflamacéo, proliferagao celular
ou apoptose (REN; TORRES, 2009).

Os inflamassomas ativados por esses sensores sao complexos de proteinas
ensamblados no citoplasma das células, que induzem respostas inflamatérias
mediante a producao de IL-13 e IL-18, e podem guiar a morte celular programada
inflamatoria chamada piroptose (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). Sua
importancia ja foi relatada para muitos patdégenos, incluindo Leishmania spp.,

Plasmodium spp. e Toxoplasma spp., assim como em doengas autoimunes
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(ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015), e como foi visto nos poucos estudos registrados
na literatura, sua ativacao pode significar uma eliminacéao efetiva do parasito na fase
aguda, mas uma inflamacdo potencialmente danosa aos 6rgdos quando
exacerbada na fase cronica (SILVA et al., 2010, 2013; GONCALVES et al., 2013;
DEY et al., 2014; PAROLI et al., 2018; PEREIRA et al., 2018). Portanto, a avaliacdo
de inflamassomas ativados por outros sensores apresenta-se como um alvo de
estudo interessante, pois pode representar um ponto de inflexdo entre as fases e
uma diferenca no desenlace entre os individuos.

A resposta a virus mediada por IFN-I também se encontra bem descrita e
sabe-se que toda célula mamifera tem capacidade de produzir IFN-I apés infeccéo
viral para limitar a replicacdo e dispersédo do virus (ALSHARIFI; MULLBACHER;
REGNER, 2008). Entre os mecanismos pelos quais o IFN-I regula a resposta a virus
podem-se destacar: ativacdo das células NK para sua funcao citotéxica e ndo para
a producéo de IFN-y (NGUYEN et al., 2000), a sinergia com TNF para induzir a
producdo de INOS em macréfagos (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997), a
regulacéo positiva da expressao de MHC do tipo | e Il, e a inducdo da maturacéo
das DCs (LUFT et al., 1998). Adicionalmente, a literatura relata que o IFN-I
apresenta efeitos antitumorais e anti-inflamatorios, e portanto, ha expectativa de sua
aplicacdo em tratamentos de algumas doencas autoimunes, cancer e infeccdes
virais (HAJI ABDOLVAHAB; MOFRAD; SCHELLEKENS, 2016). Porém, pouco é
sabido da funcdo do IFN-I durante a infec¢do pelo T. cruzi e é intrigante ver a
regulacao positiva de genes da via de resposta a virus na interacdo das DCs com o
parasito. Um estudo em camundongos sem expressdo do receptor de IFN-a/f
demonstrou que suas células NK sdo incapazes de mediar fungdo citotdéxica, mas
h& producdo de IFN-y que protege o hospedeiro da infeccéo pelo T. cruzi (UNE;
ANDERSSON; ORN, 2003). Mais tarde, Costa e colaboradores provaram a
importancia do IFN-I na coestimulacéo da producéo de 6xido nitrico em macrofagos
murinos e portanto, no controle da parasitemia em camundongos resistentes a
infecgédo pelo T. cruzi (COSTA et al., 2006). Por outro lado, foi comprovado que a
inibicdo da producgéo de IFN-f dependente do reconhecimento do parasito mediante

TLRs inibe também a eliminacéo dele, tornando em susceptiveis aos camundongos
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deficientes em MyD88 e TRIF, adaptadores desses receptores (KOGA et al., 2006).
No entanto, existe um trabalho contraditorio, onde os mesmos adaptadores foram
eliminados e ainda assim os camundongos infectados conseguiam produzir IFN-3
e controlar a parasitemia, descartando a dependéncia de reconhecimento por TLRs.
Os autores propuseram a hipétese de uma diferenca baseada na cepa utilizada,
havendo eles usado a cepa Y e o grupo anterior a cepa Tulahuen (CHESSLER et
al., 2008). Adicionalmente, os mesmos autores demonstraram a inducdo da
producdo de IFN do tipo | no lugar da inoculagédo do T. cruzi, a qual depende
precisamente da cepa do parasito, pois em cepas menos infectivas esta producéo
era anulada. Igualmente, quando a acéo do IFN-I era inibida, a resposta no sitio da
infeccdo era totalmente “desligada” (CHESSLER et al., 2009). Outro estudo
demonstrou que, embora o IFN-I ndo seja necessario para a producao de linfécitos
T especificos contra o T. cruzi, este € critico para a expansao dessas células durante
a infeccdo (MARTIN; MURALI-KRISHNA; TARLETON, 2010). Esses estudos
demonstram entdo a importancia do IFN-I durante o inicio da infeccdo para a
eliminagdo do parasito, mas existe um trabalho recente que prova a existéncia de
uma correlacdo entre alta expressdo de IFN-B e 0 passo na fase cronica de uma
forma indeterminada a uma doenca cardiaca ou digestiva (PEREIRA et al., 2018),
sugerindo um papel protetor na fase aguda e ndo na cronica. Esses séo até agora
0s estudos que descrevem uma relacao direta entre o T. cruzi e o IFN-I, e nenhum
deles tem como célula alvo as DCs, reforcando a importancia de aprofundar o
estudo desta via para ampliar o conhecimento da infeccdo por este
tripanossomatideo.

Entre os termos GO que foram menos representados do estatisticamente
esperado, encontram-se a biossintese de tetrapirrdis e o desenvolvimento de
orgaos sensoriais (Figura 9). Os tetrapirrdis sdo conhecidos como 0s pigmentos da
vida, pois formam estruturas complexas indispensaveis para a fotossintese,
respiracao e catalise (BRYANT; HUNTER; WARREN, 2020). Por exemplo, o Heme
€ um grupo prostético necessario para realizar diversas funcdes biologicas,
essencial em proteinas como a hemoglobina e a mioglobina. Outras enzimas que

usam heme como grupo prostético incluem os citocromos da cadeia de transporte
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de elétrons, a catalase e a Oxido nitrico sintase (OGUN; VALENTINE, 2018). E
possivel que o T. cruzi esteja manipulando as DCs para reduzir a acdo da oxido
nitrico sintase, interferindo na sua sintese para evadir a degradacdo no
fagolisossomo. Por exemplo, foi visto que o T. cruzi consegue inibir o processo de
sintese do oxido nitrico em macréfagos murinos mediante a inducdo da producao
de IL-10 e TGF-B (GAZZINELLI et al., 1992). No entanto, tendo uma variedade de
tetrapirrois cuja sintese pode ter sido afetada, € necessario verificar se realmente
h& regulacdo negativa nos genes envolvidos na expressao da 6xido nitrico sintase.
Este foi um termo sub representado, ou seja, as amostras infectadas mostraram
menor expressao dos genes no termo do que é esperado huma expressao aleatoria
de genes. Portanto, ndo necessariamente este processo tenha genes regulados
negativamente, e isto deve ser examinado. Numa andlise da via de biossintese das
coenzimas no KEGG (map01240), que contém a sintese de Vvarios tetrapirrois, dos
genes regulados negativamente unicamente foi achado o MMAB, envolvido na
conversédo da vitamina B12, pelo que € possivel inferir que biologicamente este seja
o tetrapirrol afetado pela infeccdo do T. cruzi. Este processo que ndo seria
fundamental durante um processo infecgdo (KRAUTLER, 2012) e faz sentido que
seja menos expresso nas DCs infectadas. No caso do desenvolvimento de érgaos
sensoriais, este termo de GO da categoria processo bioldgico esta definido como o
processo cujo resultado especifico é a progressao dos 6rgdos sensoriais ao longo
do tempo, desde sua formacdo até a estrutura madura (GO:0007423). O
desenvolvimento de 6rgdos como olhos, nariz e orelhas ndo representaria um
processo biolégico importante durante a resposta a uma infeccao, e, portanto, sua
sub representacao é esperada.

A construcao de uma rede de interacdo proteina-proteina € importante em
um estudo como este porque permite identificar conexdes fisicas entre os produtos
dos genes diferencialmente expressos, outorgando uma visado global da arquitetura
funcional e organizagdo da célula e facilitando o entendimento desde o ponto de
vista biologico do que foi encontrado no transcritoma (VANDERSLUIS et al., 2018).
No entanto, mais de 170.000 interacdes proteina-proteina estdo descritas para o

humano e a identificacdo de um padrao de regulacdo nas funcdes reveladas por
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estas interagcfes é bastante complexo (SALAZAR et al., 2014). Com isto em mente,
realizou-se uma analise de correlagcdo, onde os 50 primeiros DEGs foram
correlacionados segundo sua similitude em nivel de expresséo, favorecendo a
identificacdo de padrbes de regulacdo entre determinados genes (Figura 12).
Adicionalmente, foi obtida uma rede de PPl com os dados dos DEGs e seus
respectivos Fold change (Figura 13). Nesta rede, 0s genes pertencentes a resposta
a virus apresentam evidéncias robustas de interacdo, operando como hubs na rede
(Figura 13, magenta), indicando a importancia dessa via durante o inicio da infeccéo
pelo T. cruzi. Além disso, outras vias enriquecidas na rede PPl também estdo
intimamente relacionadas a resposta a virus. Por exemplo, os antigenos virais sdo
geralmente apresentados aos linfocitos T por moléculas de MHC-I apés a
degradacéo pela ubiquitina-proteassoma (amarelo) (VAN DE WEIJER; LUTEIJIN;
WIERTZ, 2015). Da mesma forma, as metalotioneinas (laranja) séo relatadas como
moduladas durante a infeccao viral ou estimulo de citocinas, regulando a liberacao
de ions de metal do hospedeiro, estado redox, funcdo enziméatica e sinalizacao
celular (VIGNESH; DEEPE, 2017). Além disso, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ciano) e o recrutamento e coestimulagéo de linfocitos T (verde horteld e
rosa palido, respectivamente) sdo conhecidos por serem processos essenciais na
infeccédo viral e por T. cruzi (SANT; MCMICHAEL, 2012; BASSO, 2013; MOLTENI;
PRINCIPI; ESPOSITO, 2014; KIM; SHIN, 2019).

A RT-gPCR é uma técnica amplamente usada para quantificacdo da
expressdo de determinados genes e aceita na validacdo de transcritomas obtidos
mediante RNASeq. Porém, a técnica inclui maltiplos passos que introduzem viés na
amostra, como a sintese de cDNA e o impacto do grau de degradacdo da amostra
(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006; BUSTIN; VANDESOMPELE; PFAFFL, 2009).
Isto faz da RT-gPCR uma técnica menos potente mas ainda Gtil para a validacéo do
transcritoma sempre e quando se tenham em conta certas regras de controle de
qualidade, como a eficiéncia da amplificacdo de cada par de iniciadores, a escolha
da regido de amplificacédo, a escolha de genes de referéncia, entre outros (BUSTIN
et al., 2009). Aqui, os transcritomas dos doadores A, B e C foram validados usando

trés genes regulados positivamente: CXCL9, TNFSF18 e USP18, todos eles
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importantes na resposta imune. CXCL9 (8,1 vezes mais expresso segundo o
transcritoma) € uma quimiocina produzida principalmente por mondcitos, células
epiteliais, fibroblastos e células tumorais, e induzida por IFN-y cuja fungao principal
€ atrair linfocitos ao local de infeccdo (TOKUNAGA et al., 2018). TNFSF18 (5,7
vezes mais expresso segundo o transcritoma) é uma molécula expressa
principalmente em células apresentadoras de antigenos que estimula e potencializa
a ativacdo de DCs e linfocitos T e B (CROFT; SIEGEL, 2017). USP18 (8,7 vezes
mais expresso segundo o transcritoma) é uma cisteino protease que hidrolisa
moléculas de 1ISG15, regulando negativamente a sinalizag&o por IFN do tipo | e lII.
Isto acontece porque ISG15 estabiliza e inibe a degradacéo de algumas moléculas
na via do IFN-I (HONKE et al., 2016; VILLARROYA-BELTRI; GUERRA; SANCHEZ-
MADRID, 2017). Além disso, USP18 também promove a diferenciacdo de DCs
CD11b*" mediante a inibicdo da sinalizag&o do IFN-I1 (CONG et al., 2012). Esses trés
genes foram, de forma consistente, mais expressos nas amostras infectadas dos
seis doadores, validando a analise do transcritoma (Figura 14), e eles se
apresentam como genes importantes no contexto de uma infeccéo inicial onde é
necessario que as DCs se diferenciem para apresentar antigenos e recrutar os
linfécitos ao lugar da entrada do parasito (LEWIS; REIZIS, 2012).

Os genes GBP4, MX1 e OASL mostraram-se regulados positivamente,
enquanto PLCB2 e WNT5B foram regulados negativamente na condicdo infectada
tanto no transcritoma quanto na RT-gPCR de 6 doares (Figura 14), reforcando a
validacdo prévia feita com CXCL9, TNFSF18 e USP18. GBP4 € uma GTPase
induzivel por IFN-y que contém um dominio CARS C-terminal requerido para a
ativacao de inflamassoma, de vital importancia para o reconhecimento e eliminagéao
de bactérias intracelulares e virus (KONERMANN et al., 2007; HU et al., 2011;
TYRKALSKA et al., 2016). MX1 também é uma GTPase que bloqueia replicacdo
viral, cuja fungdo foi estudada principalmente na infeccdo do virus da Influenza
(HALLER et al., 2015; PILLAI et al., 2016). OASL é uma proteina induzivel por IFN
do tipo | conhecida por sua atividade contra virus de RNA, ao interagir com o sensor
RIG-I para a formacé&o do inflamassoma, mas também pela inibicdo da resposta a
virus de DNA (ZHU et al., 2014; GHOSH et al., 2019). Assim, a formacéao e ativacao

61



L‘Universidade de Brasilia Natalia Gil Jaramillo — Transcritoma DCs—T. cruzi

dos inflamassomas relacionados a resposta contra os virus durante o inicio da
infeccdo mostra-se importante, e de maneira interessante, parece ser que a
resposta se encontra mais dirigida a virus de RNA do que a virus de DNA. Do lado
dos genes menos expressos nas DCs infectadas, PLCB2 regula negativamente a
resposta pro-inflamatéria induzida por infec¢des virais inibindo a ativagéo de TAK1,
proteina central para a ativacdo das vias NF-kB, JNK e p38 (WANG et al., 2019).
Portanto, faz sentido que sua expresséo seja menor numa célula que se encontra
desenvolvendo uma resposta viral. E do outro lado, WNT5B é um gene
classicamente relacionado a progressdo de cancer, promovendo a migracdo de
células cancerigenas e sua proliferacdo (HARADA et al., 2017). No entanto, também
foi demonstrada a correlacdo desse ligande com a diferenciacdo de células
hematopoiéticas ou derivadas de medula 6ssea, pois aumenta a diferenciacédo
induzida por GM-CSF; assim como com a regulacao de citocinas pro-inflamatorias
durante uma infeccdo (GATICA-ANDRADES et al.,, 2017; DE REZENDE et al.,
2020). E possivel que as DCs infectadas estejam saindo da sua programac&o para
se diferenciar a partir de monécitos mais rapidamente do que as células controle, e
por isso a regulacao negativa desse gene.

No que diz respeito a validacdo em nivel de proteina via dosagem de
citocinas, IL-8 e TNF apresentaram-se significativamente mais expressas, como era
o esperado (Figura 15 e Tabela 5). IL-8 € conhecida por ser um polipeptideo
quimioatrativo de neutréfilos com certa atividade também para linfocitos T e
basoéfilos (HARADA et al., 1994; MUKAIDA; HARADA; MATSUSHIMA, 1998). Os
neutroéfilos sdo classicamente conhecidos como a primeira linha de defesa contra
patégenos, mas seu curto tempo de vida e sua remocéao pelos macréfagos mediante
fagocitose favorece efetivamente a propria sobrevivéncia do T. cruzi (MAGALHAES
et al., 2017). Assim, a producéo de IL-8 poderia significar uma desvantagem para o
individuo infectado pelo T. cruzi. Contudo, IL-8 também possui a capacidade de
atrair linfocitos T tanto direta quanto indiretamente ao induzir a degranulacdo dos
neutrofilos, processo que libera outro quimioatrativo para mondcitos e células T
(TAUB et al., 1996); pelo que pode-se inferir que esta citocina estaria jogando um

duplo papel durante a infec¢cdo. Por outro lado, TNF-a € uma citocina conhecida
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por ser fundamental no estabelecimento de resposta inflamatoéria, conferindo
imunidade a diferentes infeccdes, incluindo o T. cruzi (GOLDFELD; TSAI, 1996;
IDRISS; NAISMITH, 2000; PLANELLES et al., 2003). TNF contribui na resisténcia
as infeccbes mediante ativacdo de neutrofilos e plaquetas, o incremento da
capacidade de eliminacdo de patégenos nos macréfagos e o estimulo do sistema
imune (FIERS, 1991). Todavia, TNF tem um papel importante na patologia de
doencas autoimunes quando os individuos apresentam algum tipo de disfuncéo nas
redes autorreguladoras naturais, podendo ser fundamental nas patologias da fase
cronica da doenca de Chagas quando presente de maneira prolongada e/ou
desregulada (FIERS, 1991; BEUTLER; BAZZONI, 1998).

Essas duas citocinas, junto com IL-12 e IL-1p fazem parte do coquetel pré-
inflamatoério produzido pelas DCs onde uma resposta do tipo Thl € necessaria
(BLANCO et al., 2009), como é o caso da eliminagdo do T. cruzi (SILVA et al., 1995,
2013; GUILMOT et al., 2013; ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; DA COSTA et
al., 2014). No entanto, IL-12 n&o foi regulada positivamente no transcritoma nem no
sobrenadante da interacdo. Em contraste, IL-18 e IL-10 o foram, mas nao
significativamente na quantificacdo das proteinas no sobrenadante (Tabela 5 e
Figura 15). Essa aparente contradicdo na regulacdo das citocinas apropriadas para
o controle da infeccdo foi observada por outros autores, onde diferentes cepas do
parasito pareciam manipular a resposta das DCs ao seu favor. Por exemplo, as DCs
humanas derivadas de mondcito apresentam uma producéo reduzida de IL-12 e
TNF-a apo6s 24 h de infeccdo com a cepa Tehuantepec (VAN OVERTVELT et al.,
1999). Usando BM-DCs murinas, foi visto que estas produzem menos IL-12 e
comecam a produzir mais IL-10 a partir das 24 h de infeccdo com a cepa RA
(PONCINI et al., 2008). Ademais, foi visto que as DCs derivadas de mondcito
induzidas in vivo pela infecgéo intradérmica da mesma cepa, no modelo murino, séo
produtoras tanto de TNF quanto de IL-10, o que pode estar relacionado com uma
ativagao linfocitaria ineficiente (PONCINI; GONZALEZ-CAPPA, 2017). Em relagéo
a IL-18 e IL-10, foi observado que CARD16, uma proteina inibidora da caspase-1,
foi regulada positivamente no transcritoma, o que explicaria a regulagdo em nivel

de transcrito da IL-13, mas auséncia do produto ativo no sobrenadante (DRUILHE
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et al.,, 2001; LEE; STEHLIK; REED, 2001). O transcrito de IL-10, por outro lado,
contem multiplos motivos de desestabilizacdo e sua estrutura € sensivel inclusive a
IL-10 (BROWN et al., 1996; KISHORE et al., 1999; POWELL et al., 2000).

Em adicdo, € possivel que 12 h ndo sejam suficientes para o estabelecimento
de um perfil de citocinas detectavel, alterando-se ao longo do tempo até atingir o
padrdo relatado por outros autores que realizaram 0s ensaios apos 24 h de
interacdo entre as células (VAN OVERTVELT et al., 1999; PONCINI et al., 2008;
PONCINI; GONZALEZ-CAPPA, 2017); inclusive mostrar o perfil pré-inflamatorio
requerido para a elimina¢éo do parasito. Também é possivel que IL-10 e IL-18 n&o
tenham sido reguladas positivamente em nivel de proteina pelo curto tempo de
incubacédo ou simplesmente por regulacdo pos-transcricional, dado que as citocinas
apresentam uma forte regulacéo desse tipo (MINO; TAKEUCHI, 2018). Além disso,
IL-10 e IL-1B apresentaram um valor de p maior no transcritoma, o que representa
maior Vvariabilidade, e, portanto, maior dificuldade de identificar diferenca
significativa por método menos sensivel. Cabe ressaltar que néo foi vista correlacéo
entre a porcentagem de infeccdo de cada réplica e sua respetiva producédo de
citocinas, pelo que a variacdo observada provavelmente é devida a fatores que
afetaram os doadores nos diferentes tempos de coleta do sangue.

Em nivel de proteinas também foram preparadas amostras de boa qualidade
para a realizacdo de um proteoma diferencial entre as DCs controle e as infectadas.
Este proteoma validara o visto no transcritoma, tendo ademais, o potencial de
conhecer qual das isoformas de cada gene esta tendo maior importancia na
interacdo DCs-T. cruzi ou inclusive analisar algumas modificacdes pds-traducionais,
dando maior profundidade a este estudo. Por exemplo, proteomas em T. cruzi
contemplaram modificagdes do tipo oxidacao de metionina, fosforilagéo e acetilagao
N-terminal, identificando novas proteinas e modificagbes ndo relatadas
anteriormente (ATWOOD Il et al., 2005; QUEIROZ et al., 2014). Igualmente,
existem multiplos trabalhos onde proteomas complementam transcritomas feitos
previamente. Um estudo em DCs derivadas de mondcito de sangue periférico
demostrou que embora a correlacéo geral entre niveis de expresséo de transcritos

e proteinas ndo é muito alta, vias especificas de grande importancia sob
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determinado estimulo apresentam correlacao significativa (BUSCHOW et al., 2010).
No caso do presente trabalho, o fato de achar a via de resposta a virus
significativamente enriquecida, validaria nossa hipétese. De igual maneira, Worah
e colaboradores integraram os dados de transcritomas e proteomas de diferentes
subtipos de DCs no sangue humano, conseguindo identificar padrbes
caracteristicos de cada subtipo e inclusive, vias que determinado grupo de DCs
estava predisposto a ativar com maior ou menor dificuldade ou até estar
impossibilitado de expressar (WORAH et al., 2016).

Sabe-se que as cepas de T. cruzi podem modular diferencialmente o sistema
imune do hospedeiro e ha mudltiplos trabalhos descrevendo como diferentes
linhagens estimulam determinado padrdo de citocinas, conseguem infectar
camundongo enquanto outras ndo. Influenciam também a diferenca entre o indculo
requerido para a dose letal em determinada linhagem murina, sendo estes fatores
relacionados diretamente com a viruléncia da cepa (ALBA SOTO et al., 2003;
BARTHOLOMEU et al.,, 2008; TERRAZAS et al., 2011; BORGES et al., 2012;
GRAVINA et al., 2013). Portanto, além do fator “resposta imune do hospedeiro” é
importante ter em conta a viruléncia da cepa infectante para entender melhor a
biologia da interacéo patégeno-hospedeiro. E possivel que o padrdo de expressio
estimulado por cepas com niveis de infectividade diferentes ndo seja igual ao
presente, e que algumas cepas do T. cruzi estimulem ou inibam a ativacdo da via
de resposta a virus nas DCs para que elas consigam ou nédo ativar os linfécitos T,
protegendo ao hospedeiro ou facilitando o estabelecimento da infeccdo. Um
transcritoma comparativo entre a infeccao da cepa Sylvio (DTU I) e a infec¢do da
cepa Y (DTU II), detectou diferenca de expressdo nos fibroblastos humanos
hospedeiros, principalmente apds 4 e 72 h e ndo ap6s 24 h de infec¢do; sugerindo
que a cepa Sylvio € mais silenciosa no comego e que somente apos 72 h induz
maior produgédo de algumas citocinas que poderiam ser chave na diferenca do
quadro clinico geral dos individuos infectados pelas duas cepas (HOUSTON-
LUDLAM; BELEW; EL-SAYED, 2016). Portanto, novos experimentos deverdo ser
feitos para comprovar a modulacao diferencial da via de resposta a virus nas DCs

segundo a cepa usada.
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Observando o conjunto da expressao génica das DCs infectadas, é possivel
pensar no desenvolvimento de uma resposta tolerogénica. Isto devido a uma
expressdo aumentada de FAS (1,6x mais expresso), IL-10 (2x mais expresso),
TRAIL (4,6x mais expresso) e ao fato de ndo ter aumento na expressao de IL-12,
moléculas coestimulatérias nem dos complexos de histocompatibilidade (ZHANG et
al., 2014). No entanto, a expressdo de HLA-DR, CD80 e CD68 das DCs sempre foi
elevada, com uma média de 80% de células com expressao positiva, tanto nas DCs
controle quanto nas infectadas (GIL-JARAMILLO, 2016). De igual forma, néo foi
visto incremento na expressdo de PD-L1 nem de CTLA-4, moléculas conhecidas
pela estimulacdo negativa dos linfocitos T e classicamente relacionadas com a DCs
tolerogénicas (WEI; LETTERIO; PAREEK, 2018). Assim, é necessario confirmar se
realmente a interagdo com as formas TMs da cepa CL Brener estimula tolerancia
nas DCs e que, portanto, a ativacao da resposta a virus talvez represente uma
vantagem para o parasito.

Outro ponto de estudo na interacéo é a capacidade das DCs para apresentar
antigenos e estimular a ativagdo dos linfécitos T. Como foi falado anteriormente,
cepas de T. cruzi que tem sucesso durante a infeccdo tem demonstrado evitar a
ativacao dos linfocitos T mediante a manipulacdo das DCs (GIL-JARAMILLO et al.,
2016), fazendo necesséario analisar se o padréo de expresséao obtido no transcritoma
se traduz em ativag&o ou néo. Futuros trabalhos deverdo implementar um modelo
adequado para verificagdo desse assunto.

Imunidade treinada é uma reprogramacdo metabolica e epigenética a longo
prazo da imunidade inata, causada pelo contato com um antigeno que ativa uma
resposta secundéaria a determinado patégeno (DOMINGUEZ-ANDRES; NETEA,
2018). Os mecanismos de reprogramacao ainda séo objeto de estudo, sendo o mais
caracterizado a trimetilacdo K4 das histonas H3 (H3K4me3), tipica da imunidade
treinada produzida pelo B-glucano ou pela vacina de BCG, que deixa determinado
padrao génico mais exposto a transcricdo para uma resposta mais rapida em caso
de um segundo estimulo (KLEINNIJENHUIS et al., 2012; QUINTIN et al., 2012).
Esse treinamento pode ser em nivel celular, expondo grupos de células a padrdes

moleculares associados a patdégenos, ou sistémico onde o0s progenitores de medula
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0ssea seriam estimulados a produzir células mieloides treinadas por um periodo
prolongado (MULDER et al., 2019). Cabe ressaltar que o doador C foi quem obteve
a taxa de infecc&o mais baixa dentro dos trés doadores do transcritoma, com média
de 21,7%, o que pode significar uma baixa capacidade de fagocitose das DCs deste
doador, baixa susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi ou rapida eliminagdo do
parasito pelas células desse individuo. De maneira interessante, o doador C foi
guem mostrou maior niumero de imunizacdes virais, sendo também o Unico
vacinado contra raiva (Tabela 3). Anteriormente, foi demonstrado que a vacina da
raiva pode desencadear uma protecdo inespecifica do sistema nervoso central
contra infeccbes (GESSNER et al., 2017), o que poderia explicar a resposta do
individuo ante a infeccéo pelo T. cruzi, reforcando as expectativas da ideia da
imunidade treinada.

Neste caso, € proposto um desafio com cepas de virus ndo patogénicas ou
inativadas, principalmente aqueles virus cujas vias foram enriquecidas e que ja tem
vacinas desenvolvidas (como influenza A e sarampo), para avaliar a possivel
inducdo de uma resposta protetiva contra o T. cruzi. Esta proposta apresenta-se
atraente por conta das vias de sinalizacdo ativadas por virus serem enriquecidas
pela infeccdo nas DCs, e encontra-se levemente apoiada também pelo fato do
doador C ser aguele com menor infeccdo e maior nimero de imunizacdes virais.
Multiplas tentativas de vacinas especificas contra T. cruzi tem mostrado relativa
eficiéncia, e nenhuma ainda foi testada em humanos pela possibilidade de causar
reacdes adversas em troca de ndo tdo bons resultados na eliminacdo do parasito
(RIOS et al., 2019). A utilizacdo de vacinas ja aprovadas para uso humano
simplificaria alguns passos para o desenvolvimento de um tratamento para a doenga
de Chagas, e economizaria muito dinheiro aos paises afetados, dando melhor
gualidade de vida para centenas de milhares de pessoas. Adicionalmente, seria
uma estratégia simples de implementar em caso de surtos, como 0s Vistos nos
altimos anos no Brasil, por exemplo na Bahia, Pernambuco e no DF, onde foram
achados triatomineos infectados, e pessoas e animais foram afetados (ARAUJO et
al., 2014; G1 DF, 2016; METROPOLES, 2016; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018;

GOES, 2019). No entanto, dado o curto tempo de vida das células do sistema imune
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inato, uma desvantagem esperada dessa estratégia seria o provavel breve tempo
de protecdo. Porém, existem estudos de treinamentos com BCG que comprovam
uma protecdo cruzada entre um e 12 meses (KLEINNIJENHUIS et al., 2012;
GUERRA-MAUPOME; VANG; MCGILL, 2019; WALK et al., 2019), tempo
necessario para o controle de um surto, e curto o suficiente para ndo afetar
permanentemente a resposta imune dos individuos.

Seguindo com a proposta da imunidade treinada, alguns experimentos foram
feitos nos Estados Unidos, na Instituicdo Cedars-Sinai Medical Center, sob a
orientacao do Dr. David M. Engman. O objetivo era tentar obter uma resposta similar
nas DCs murinas mediante o estimulo com vacinas virais, e ver se esse estimulo
prévio conseguia treinar as DCs para apresentar antigenos de maneira eficiente, ou
se pelo contrario, um estimulo viral anterior & infec¢éo pelo T. cruzi poderia piorar a
resposta imune contra o parasito. Uma primeira tentativa com Poli I:.C para simular
uma infeccdo viral, demonstrou que as DCs murinas apresentam uma resposta
diferencial ao T. cruzi quando treinadas (Figura 20 e Figura 21). Resultados mais
significativos e promissorios foram obtidos com o treinamento feito durante 8 h, e 4
h prévias a infec¢éo, onde foi visto que o tratamento com Poli I:C reduz a expresséo
de moléculas coestimulatorias antes da infeccdo (Figura 18) e, apds 12 h de
infeccdo, embora a expressédo de MHC-II incremente em comparacdo as amostras
nao infectadas, a molécula coestimulatoria CD86 € menos expressa (Figura 20). Em
contraste, o treinamento durante 24 h ndo mostrou diferenca nas moléculas
coestimulatorias (Figura 19). Assim, estes resultados parciais parecem significar
gue um estimulo viral provavelmente diminuiria ainda mais a eficiéncia das DCs
para responder a infeccdo pelo parasito, impedindo a ativagdo dos linfécitos T. No
entanto, algumas questbes surgem ante estes resultados: os resultados in vivo
teriam sido iguais? Sao esses resultados extrapolaveis ao modelo humano? O que
aconteceria na ativacao linfocitaria quando as DCs fossem expostas a cepas mais
ou menos infectivas?

A simulagéo de uma resposta a virus mediante Poli I:.C é amplamente usada
(GREEN; MONTAGNANI, 2013; WU et al., 2019), mas ndo sendo uma infeccao

propriamente dita, ela poderia n&o estar modulando os genes da forma requerida e
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talvez essa seja uma das razdes pelas que os resultados obtidos ndo sejam os
esperados. E possivel também que os tempos e concentracdes usadas ndo tenham
sido os ideais e que melhores resultados possam ser obtidos variando estes
parametros. No presente trabalho, os tempos de incubacdo e a concentracao do
Poli I:C foram escolhidos segundo trabalhos com resultados promissores em DCs,
mas existem multiplas combinacfes com efeitos positivos que poderiam ser
testadas (REIMER et al., 2008; JONES et al., 2010; TORRI et al., 2010; MALIK et
al., 2015; ZHOU et al., 2015).

Mesmo que os resultados da primeira tentativa com a imunidade treinada n&o
tenham sido os esperados, este trabalho redine mdultiplas provas de que a via de
resposta a virus é fundamental no inicio da infeccéo pelo T. cruzi. Os termos e as
vias enriquecidas do GO e o KEEG, a correlagcdo dos primeiros 50 genes mais
expressos, a rede de proteinas obtida a partir dos mesmos que monstra hubs
importantes na resposta a virus, assim como a expressdo aumentada dos
inflamassomas virais reforcam essa hipotese e demonstram o potencial a explorar
nessa via para achar novos conhecimentos sobre a patogenia e possiveis alvos de

tratamento na doenga de Chagas.
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7. CONCLUSAO

Estando o conhecimento atual da interacdo DCs-T. cruzi limitado
praticamente ao modelo murino, este trabalho apresenta um enfoque totalmente
diferente ante a resposta imune inata inicial durante a infeccéo por esse parasito no
humano. Ao analisar e validar o transcritoma produzido, foi desvendada a via
resposta a virus, pouco explorada até entdo na doenca de Chagas, como
fundamental na interacdo. Adicionalmente, foi demonstrado que esta via é
consistentemente modulada em outros doadores, incrementando a producdo de
TNF e IL-8. Embora a proposta de um treinamento da imunidade inata para induzir
uma ativacdo rapida dos genes da via de resposta a virus tenha sido pouco
explorada, ela se apresenta ainda como promissora, pois existem multiplas
variaveis a testar e sera necessario também demonstrar a duracdo do efeito protetor
ou deletério obtido. Por ultimo, este trabalho se apresenta como o primeiro do tipo
investigando o primeiro contato do T. cruzi com uma célula do sistema imune inato
e os resultados obtidos aqui, incluindo DEGs e vias enriquecidas serao geradores

de novas pesquisas relacionadas a doenca de Chagas.
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8. PERSPECTIVAS

Referente a este trabalho, as perspectivas principais séo:

Imunidade adaptativa: validacéo da ativagcdo ou anergia de linfocitos T
mediante apresentacdo de antigenos por DCs que apresentem o
padrdo de expressdo observado no transcritoma.
Imunidade treinada:
o Estudar diferentes parametros de incubacdo com Poli I:C para
verificar se induziria um efeito protetor ou danoso;
o Testar vacinas de virus atenuados e estudar se existe um efeito
protetor ou deletério;
o Testar in vivo com as mesmas vacinas;
o Estudar a duracéo dos efeitos.
Estudo aprofundado nas vias enriquecidas, validando-as
completamente mediante delecdo ou sobre-expresséao de genes, entre
outras abordagens.
Realizacdo do proteoma diferencial da interagcdo DC-T. cruzi cujas

amostras foram preparadas no presente trabalho.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Analise de expressao diferencial do transcritoma global (primeiros 100 genes).

Gene ID symbol gene log2FoldChange padj
apolipoprotein B mRNA editing
ENSG00000128383 APOBEC3A . ) 3.997 3.E-38
enzyme catalytic subunit 3A
radical S-adenosyl methionine
ENSG00000134321 RSAD2 ) o 3.713 5.E-34
domain containing 2
interferon induced protein with
ENSG00000119922 IFIT2 . . 3.820 1E-31
tetratricopeptide repeats 2
ENSG00000188313 PLSCR1 phospholipid scramblase 1 2.928 2.E-30
ENSG00000010030 ETV7 ETS variant 7 3.804 3.E-29
interferon induced protein with
ENSG00000119917 IFIT3 . . 3.337 3.E-29
tetratricopeptide repeats 3
nuclear protein 1, transcriptional
ENSG00000176046 NUPR1 3.163 3.E-29
regulator
HECT and RLD domain containing
ENSG00000138646 HERC5 o o 3.031 7.E-29
E3 ubiquitin protein ligase 5
ENSG00000165949 IFI27 interferon alpha inducible protein 27 3.295 7.E-27
ENSG00000157601 MX1 MX dynamin like GTPase 1 3.032 2.E-26
poly(ADP-ribose) polymerase family
ENSG00000173193 PARP14 2.070 2.E-26
member 14
polyribonucleotide
ENSG00000138035 PNPT1 ] 2.361 9.E-26
nucleotidyltransferase 1
ENSG00000181381 DDX60L DEAD-box helicase 60-like 2.599 1.E-25
ENSG00000124256 ZBP1 Z-DNA binding protein 1 3.588 2.E-25
ENSG00000135114 OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase like 3.157 2.E-25
guanosine monophosphate
ENSG00000137198 GMPR 2.453 5.E-25
reductase
ENSG00000163666 HESX1 HESX homeobox 1 3.410 9.E-25
ENSG00000137959 IF144L interferon induced protein 44 like 3.162 6.E-24
ENSG00000162654 GBP4 guanylate binding protein 4 3.198 4.E-23
ENSG00000173821 RNF213 ring finger protein 213 1.796 2.E-22
ENSG00000111331 OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3 2.136 2.E-22
ENSG00000122643 NT5C3A 5'-nucleotidase, cytosolic 1A 2.636 1.E-21
epithelial stromal interaction 1
ENSG00000133106 EPSTI1 2.299 2.E-21
(breast)
ENSG00000125148 MT2A metallothionein 2A 2.981 5.E-21
interferon stimulated exonuclease
ENSG00000172183 1ISG20 2.996 1.E-20

gene 20
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ENSG00000184979 USP18 ubiquitin specific peptidase 18 3.129 1.E-20
ENSG00000107201 DDX58 DEXD/H-box helicase 58 2.807 2.E-20
ENSG00000117228 GBP1 guanylate binding protein 1 2.666 2.E-20
basic leucine zipper ATF-like
ENSG00000168062 BATF2 o 2.612 3.E-20
transcription factor 2
ENSG00000131979 GCH1 GTP cyclohydrolase 1 3.009 6.E-20
interferon induced with helicase C
ENSGO00000115267 IFIH1 ] 2.155 1.E-19
domain 1
ENSG00000136514 RTP4 receptor transporter protein 4 2.576 4.E-19
poly(ADP-ribose) polymerase family
ENSG00000138496 PARP9 2.093 5.E-19
member 9
ENSG00000163840 DTX3L deltex E3 ubiquitin ligase 3L 1.702 9.E-19
sterile alpha motif domain containing
ENSG00000177409 SAMDOL 9 lik 1.955 1.E-18
ike
ENSG00000204616 TRIM31 tripartite motif containing 31 2.769 6.E-18
ENSG00000138755 CXCL9 C-X-C motif chemokine ligand 9 3.025 1.E-17
cytidine/uridine monophosphate
ENSG00000134326 CMPK2 . 2.824 3.E-17
kinase 2
ENSG00000187608 ISG15 ISG15 ubiquitin-like modifier 2.606 8.E-17
ENSG00000137965 IFl44 interferon induced protein 44 2.480 1.E-16
ENSG00000130589 HELZ2 helicase with zinc finger 2 2.211 6.E-16
eukaryotic translation initiation factor
ENSG00000055332 EIF2AK2 ) 1.906 8.E-16
2 alpha kinase 2
ENSG00000111335 OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2 2.206 8.E-16
interferon induced transmembrane
ENSG00000185885 IFITM1 ) 2,717 8.E-16
protein 1
interferon induced transmembrane
ENSG00000142089 IFITM3 ) 2.443 5.E-15
protein 3
family with sequence similarity 46
ENSG00000112773 FAM46A 1.656 5.E-15
member A
ENSG00000089692 LAG3 lymphocyte activating 3 2.677 6.E-15
ENSG00000179044 EXOC3L1 exocyst complex component 3 like 1 2.256 2.E-14
TLR4 interactor with leucine rich
ENSG00000255690 TRIL 2.834 2.E-14
repeats
ENSG00000121060 TRIM25 tripartite motif containing 25 1.477 4.E-14
ENSG00000079263 SP140 SP140 nuclear body protein 2.346 5.E-14
ENSG00000183486 MX2 MX dynamin like GTPase 2 2.370 9.E-14
tumor necrosis factor superfamily
ENSG00000120337 TNFSF18 2.508 1.E-13

member 18
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HECT and RLD domain containing

ENSG00000138642 HERC6 E3 ubiquitin protein ligase family 2.183 1.E-13
member 6
family with sequence similarity 26
ENSG00000188820 FAM26F 2.099 3.E-13
member F
ENSG00000148926 ADM adrenomedullin 2.062 4.E-13
ENSG00000135899 SP110 SP110 nuclear body protein 2.037 5.E-13
ENSG00000169245 CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 2.807 5.E-13
ENSG00000221963 APOL6 apolipoprotein L6 1.726 5.E-13
ENSG00000156587 UBE2L6 ubiquitin conjugating enzyme E2 L6 1.739 5.E-13
microtubule associated
ENSG00000120539 MASTL 1.914 8.E-13
serine/threonine kinase like
ENSG00000068079 IFI35 interferon induced protein 35 1.852 2.E-12
ENSG00000146425 DYNLT1 dynein light chain Tctex-type 1 1.521 3.E-12
guanylate binding protein 1
ENSG00000225492 GBP1P1 2.712 3.E-12
pseudogene 1
ENSG00000108771 DHX58 DEXH-box helicase 58 1.774 6.E-12
ENSG00000237276 NA NA 2.392 8.E-12
signal transducer and activator of
ENSG00000115415 STAT1 o 1.960 1.E-11
transcription 1
BRCAL interacting protein C-
ENSG00000136492 BRIP1 ) ) 2.187 2.E-11
terminal helicase 1
ENSG00000126709 IF16 interferon alpha inducible protein 6 2.073 4E-11
ENSG00000089127 OAS1 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 1.983 9.E-11
ENSG00000100342 APOL1 apolipoprotein L1 1.632 1.E-10
interferon induced protein with
ENSG00000152778 IFIT5 ) ) 1.828 2.E-10
tetratricopeptide repeats 5
ENSG00000267369 NA NA 1.980 2.E-10
ENSG00000140464 PML promyelocytic leukemia 1.470 2.E-10
ENSG00000123609 NMI N-myc and STAT interactor 1.419 3.E-10
ENSG00000240065 PSMB9 proteasome subunit beta 9 1.455 3.E-10
apolipoprotein B mRNA editing
ENSG00000239713 APOBEC3G ) ) 1.689 4.E-10
enzyme catalytic subunit 3G
ENSG00000162614 NEXN nexilin F-actin binding protein 2.280 4.E-10
ENSG00000185507 IRF7 interferon regulatory factor 7 1.721 5.E-10
RAB GTPase activating protein 1
ENSG00000152061 RABGAP1L ik 1.622 6.E-10
ike
sterile alpha motif domain containing
ENSG00000205413 SAMD9 9 2.006 6.E-10
ENSG00000163568 AIM2 absent in melanoma 2 2.360 9.E-10
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chromosome 19 open reading frame

ENSG00000130813 C190rf66 66 1.426 1.E-09
myeloid differentiation primary
ENSG00000172936 MYD88 1.538 1.E-09
response 88
ENSG00000132109 TRIM21 tripartite motif containing 21 1.493 1.E-09
ENSG00000115155 OTOF otoferlin 2.310 2.E-09
ENSG00000272821 NA NA 1.407 4.E-09
ENSG00000125347 IRF1 interferon regulatory factor 1 1.446 4.E-09
phosphatidylinositol 4-kinase type 2
ENSG00000038210 Pl14K2B 1.731 4.E-09
beta
ENSG00000106785 TRIM14 tripartite motif containing 14 1.230 6.E-09
ENSG00000223960 LOC101927027 uncharacterized LOC101927027 1.324 6.E-09
ENSG00000017483 SLC38A5 solute carrier family 38 member 5 2.291 6.E-09
ENSG00000136816 TOR1B torsin family 1 member B 1.610 8.E-09
ENSG00000154451 GBP5 guanylate binding protein 5 2.019 1.E-08
ENSG00000137628 DDX60 DEXD/H-box helicase 60 1.824 1.E-08
tumor necrosis factor superfamily
ENSG00000102524 TNFSF13B 1.287 1.E-08
member 13b
ENSG00000213533 TMEM110 transmembrane protein 110 1.683 1.E-08
ENSG00000124201 ZNFX1 zinc finger NFX1-type containing 1 1.188 3.E-08
ENSG00000092295 TGM1 transglutaminase 1 1.933 3.E-08
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Anexo 2. Analise de enriquecimento Gene Ontology (primeiros 100 termos)

GOBPID Pvalue OddsRatio ExpCount Count Size Term

GO0:0006952 4.3E-56 6.7E+00 3.5E+01 148 1461 defense response

GO:0006955 4.7E-51 6.1E+00 3.6E+01 144 1509 immune response

G0:0045087 3.3E-49 7.9E+00 2.0E+01 106 811 innate immune response

GO0:0009615 3.1E-44 1.3E+01 7.3E+00 66 304 response to virus

G0:0034097 1.3E-43 7.4E+00 1.9E+01 98 782 response to cytokine

G0:0051607 2.8E-43 1.6E+01 5.4E+00 58 226 defense response to virus

G0:0043207 5.7E-41 6.9E+00 1.9E+01 96 801 response to external biotic
stimulus

G0:0051707 5.7E-41 6.9E+00 1.9E+01 96 801 response to other organism

G0:0002376 1.0E-40 4 5E+00 5.6E+01 164 2348 immune system process

G0:0019221 1.5E-39 8.4E+00 1.3E+01 79 543 cytokine-mediated signaling
pathway

G0:0009607 3.1E-39 6.6E+00 2.0E+01 96 839 response to biotic stimulus

G0:0006950 7.2E-37 3.8E+00 8.6E+01 199 3557 response to stress

G0:0071345 3.1E-36 6.9E+00 1.7E+01 84 688 cellular response to cytokine
stimulus

G0:0002252 1.1E-35 6.8E+00 1.6E+01 83 682 immune effector process

G0:0034340 9.0E-35 3.2E+01 2.0E+00 35 84 response to type | interferon

G0:0098542 1.7E-33 8.0E+00 1.1E+01 68 475 defense response to other
organism

G0:0016032 1.8E-33 5.6E+00 2.3E+01 94 942 viral process

G0:0044764 2.7E-33 5.5E+00 2.3E+01 94 947 multi-organism cellular process

G0:0044403 4.4E-33 5.4E+00 2.3E+01 95 973 symbiosis, encompassing
mutualism through parasitism

G0:0044419 4.4E-33 5.4E+00 2.3E+01 95 973 interspecies interaction between
organisms

G0:0060337 1.2E-32 3.1E+01 1.9E+00 33 80 type | interferon signaling
pathway

G0:0071357 1.2E-32 3.1E+01 1.9E+00 33 80 cellular response to type |
interferon

G0:0048525 2.9E-31 2.3E+01 2.5E+00 35 102 negative regulation of Vviral
process

G0:0034341 8.1E-31 1.6E+01 3.8E+00 41 159 response to interferon-gamma

G0:0050792 1.7E-30 1.1E+01 6.1E+00 49 252 regulation of viral process

G0:1903901 2.3E-30 2.7E+01 2.0E+00 32 84 negative regulation of viral life
cycle

G0:0031347 6.2E-30 6.2E+00 1.6E+01 74 647 regulation of defense response
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G0:0043903 9.8E-30 1.0E+01 6.6E+00 50 274 regulation of symbiosis,
encompassing mutualism
through parasitism

G0:0002682 2.9E-28 4.3E+00 3.1E+01 103 1302 regulation of immune system
process

G0:0043901 3.9E-27 1.5E+01 3.6E+00 37 150 negative regulation of multi-
organism process

G0:0045071 2.6E-26 4.1E+01 1.2E+00 24 49 negative regulation of viral
genome replication

G0:0009605 3.0E-26 3.6E+00 4.8E+01 127 1996 response to external stimulus

G0:0043900 1.1E-25 7.6E+00 8.7E+00 52 363 regulation of multi-organism
process

G0:0002684 7.5E-25 4.7E+00 2.2E+01 80 903 positive regulation of immune
system process

G0:0051704 2.4E-24 3.3E+00 5.4E+01 133 2262 multi-organism process

GO0:0010033 3.4E-24 3.1E+00 6.6E+01 149 2741 response to organic substance

GO0:0071346 7.6E-24 1.4E+01 3.3E+00 33 138 cellular response to interferon-
gamma

G0:0045069 5.9E-23 2.1E+04 1.9E+00 26 79 regulation of viral genome
replication

GO:0050776 7.5E-23 4.5E+00 2.1E+01 75 860 regulation of immune response

G0:1903900 8.5E-23 1.1E+01 4.1E+00 35 171 regulation of viral life cycle

G0:0031349 2.2E-21 6.4E+00 9.5E+00 49 396 positive regulation of defense
response

G0:0080134 2.7E-21 3.7E+00 3.0E+01 89 1241 regulation of response to stress

G0:0045088 3.4E-21 6.8E+00 8.4E+00 46 350 regulation of innate immune
response

G0:0001817 1.1E-20 5.2E+00 1.3E+01 57 557 regulation of cytokine production

G0:0019079 1.7E-20 1.5E+01 2.5E+00 27 106 viral genome replication

G0:0001816 4.5E-20 4,9E+00 1.5E+01 59 613 cytokine production

G0:0071310 4.7E-20 3.0E+00 5.1E+01 120 2134 cellular response to organic
substance

G0:0070887 6.1E-20 2.9E+00 6.2E+01 135 2586 cellular response to chemical
stimulus

G0:0060333 1.7E-19 1.7E+01 2.0E+00 24 85 interferon-gamma-mediated
signaling pathway

G0O:0050896 1.6E-18 2.5E+00 1.9E+02 280 8081 response to stimulus

G0:0006954 2.5E-18 4 5E+00 1.6E+01 58 645 inflammatory response

G0:0007166 5.2E-18 2.7E+00 6.2E+01 131 2595 cell surface receptor signaling

pathway
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G0:0048583 1.7E-17 2.5E+00 8.4E+01 158 3503 regulation of response to
stimulus

G0:0050778 3.8E-17 4.4E+00 1.5E+01 56 641 positive regulation of immune
response

G0:0019058 5.0E-17 5.2E+00 1.1E+01 46 444  viral life cycle

G0:0045089 4.3E-16 6.3E+00 6.9E+00 36 288 positive regulation of innate
immune response

G0:0001819 4. 7E-16 5.4E+00 9.0E+00 41 376 positive regulation of cytokine
production

G0:0042221 5.7E-16 2.4E+00 9.7E+01 169 4014 response to chemical

G0:0032101 9.8E-16 4.0E+00 1.7E+01 56 690 regulation of response to
external stimulus

G0:0048584 1.8E-15 2.7E+00 4.6E+01 103 1928 positive regulation of response to
stimulus

G0:0032479 1.2E-14 1.1E+01 2.6E+00 22 109 regulation of type | interferon
production

G0:0032606 1.5E-14 1.1E+01 2.6E+00 22 110 type | interferon production

G0:0002697 2.6E-14 5.6E+00 7.5E+00 35 310 regulation of immune effector
process

G0:0023052 4.7E-14 2.1E+00 1.5E+02 219 6071 signaling

G0:0035456 6.6E-14 4.2E+01 5.8E-01 12 24 response to interferon-beta

G0:0044700 8.8E-14 2.1E+00 1.5E+02 218 6064 single organism signaling

G0:0007154 1.4E-13 2.1E+00 1.5E+02 218 6089 cell communication

G0:0051716 2.5E-13 2.1E+00 1.6E+02 234 6756 cellular response to stimulus

G0:0002218 2.6E-13 6.0E+00 5.9E+00 30 246 activation of innate immune
response

G0:0048519 4.7E-13 2.1E+00 1.1E+02 174 4486 negative regulation of biological
process

G0:0007165 6.3E-13 2.1E+00 1.4E+02 204 5623 signal transduction

G0:0002253 7.8E-13 4,1E+00 1.2E+01 43 510 activation of immune response

G0:0032103 1.2E-12 5.6E+00 6.3E+00 30 261 positive regulation of response to
external stimulus

GO0:0035455 2.1E-12 5.2E+01 4.3E-01 10 18 response to interferon-alpha

G0:0002237 4.4E-12 5.0E+00 7.5E+00 32 311 response to molecule of bacterial
origin

G0:0002758 4 5E-12 5.7E+00 5.7E+00 28 239 innate immune response-
activating signal transduction

G0:0032480 5.0E-12 2.0E+01 9.6E-01 13 40 negative regulation of type |
interferon production

GO0:0002757 6.7E-12 4.1E+00 1.1E+01 39 457 immune response-activating

signal transduction
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G0:0032496 7.2E-12 5.0E+00 7.2E+00 31 298 response to lipopolysaccharide

G0:0002764 1.4E-11 3.9E+00 1.2E+01 40 490 immune response-regulating
signaling pathway

G0:0035556 2.2E-11 2.2E+00 6.2E+01 114 2588 intracellular signal transduction

G0:0009967 2.6E-11 2.6E+00 3.3E+01 74 1370 positive regulation of signal
transduction

G0:0032612 8.7E-11 1.1E+01 1.7E+00 15 70 interleukin-1 production

G0:0010647 9.1E-11 2.5E+00 3.6E+01 77 1494 positive regulation of cell
communication

G0:0023056 1.1E-10 2.5E+00 3.6E+01 77 1501 positive regulation of signaling

G0:0050727 1.4E-10 4. 7E+00 7.1E+00 29 295 regulation of inflammatory
response

G0:0002683 2.5E-10 4.2E+00 8.7E+00 32 363 negative regulation of immune
system process

G0:0050729 2.8E-10 7.8E+00 2.8E+00 18 115 positive regulation of
inflammatory response

G0:0009617 3.6E-10 3.5E+00 1.3E+01 39 522 response to bacterium

G0:0009966 4.2E-10 2.1E+00 6.4E+01 112 2646 regulation of signal transduction

G0:0023051 4.4E-10 2.0E+00 7.2E+01 122 2984 regulation of signaling

G0:1902533 4.5E-10 2.9E+00 2.1E+01 53 872 positive regulation of intracellular
signal transduction

G0:0010646 6.4E-10 2.0E+00 7.1E+01 120 2933 regulation of cell communication

G0:0032611 7.0E-10 1.2E+01 1.4E+00 13 57 interleukin-1 beta production

G0:0002221 9.8E-10 6.3E+00 3.7E+00 20 155 pattern recognition  receptor
signaling pathway

G0:0051701 1.7E-09 6.0E+00 3.8E+00 20 160 interaction with host

G0:0001818 1.7E-09 5.2E+00 5.1E+00 23 212 negative regulation of cytokine
production

G0:0032647 2.1E-09 3.7E+01 4.1E-01 8 17 regulation of interferon-alpha
production

G0:0071222 2.2E-09 6.3E+00 3.5E+00 19 146 cellular response to
lipopolysaccharide

G0:0048523 2.7E-09 1.9E+00 1.0E+02 153 4169 negative regulation of cellular

process
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Anexo 3. Correlacdo dos genes CXCL10, IFIT1, IFNL1, DDX58, OAS3, HERCS, IFIH1, DDX60, GBP3,
STAT1, segundo STRING.
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Anexo 4. Analise de enriquecimento KEGG

ID Description GeneRatio BgRatio pvalue p.adjust
hsa04621 NOD-like receptor signaling pathway 31/233 168/7383 5.8E-16 1.4E-13
hsa05164 Influenza A 29/233 173/7383  7.5E-14 9.2E-12
hsa05168 Herpes simplex infection 27/233 185/7383 1.7E-11 1.4E-09
hsa04620 Toll-like receptor signaling pathway 18/233 104/7383  3.0E-09 1.8E-07
hsa04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 28/233 270/7383  2.1E-08 1.0E-06
hsa05162 Measles 19/233 134/7383  3.3E-08 1.3E-06
hsa04623 Cytosolic DNA-sensing pathway 12/233 64/7383 5.6E-07 2.0E-05
hsa05160 Hepatitis C 17/233 131/7383  6.5E-07 2.0E-05
hsa05323 Rheumatoid arthritis 13/233 90/7383 4.2E-06 1.1E-04
hsa04622  RIG-I-like receptor signaling pathway 11/233 70/7383 1.0E-05 2.5E-04
hsa04217 Necroptosis 17/233 164/7383  1.5E-05 3.3E-04
hsa05142 Chagas disease (American 13/233 102/7383 1.7E-05 3.5E-04

trypanosomiasis)
hsa04062 Chemokine signaling pathway 18/233 185/7383  2.0E-05 3.7E-04
hsa05161 Hepatitis B 15/233 144/7383  4.5E-05 7.8E-04
hsa05143 African trypanosomiasis 7/233 35/7383 9.0E-05 1.5E-03
hsa04978 Mineral absorption 8/233 51/7383 1.7E-04 2.6E-03
hsa04064 NF-kappa B signaling pathway 11/233 95/7383 1.8E-04 2.7E-03
hsa05167 Kaposts sar?omé-ass-ociated 16/233 186/7383  2.5E-04 3.4E-03
herpesvirus infection
hsa05140 Leishmaniasis 9/233 74/7383  4.9E-04 6.4E-03
hsa04668 TNF signaling pathway 11/233 108/7383 5.7E-04 7.0E-03
hsa05133 Pertussis 9/233 76/7383 6.0E-04 7.0E-03
hsa05144 Malaria 71233 49/7383 7.9E-04 8.8E-03
hsa05330 Allograft rejection 6/233 38/7383 1.1E-03 1.2E-02
hsa05132 Salmonella infection 9/233 86/7383 1.5E-03 1.5E-02
hsa05332 Graft-versus-host disease 6/233 41/7383 1.6E-03 1.6E-02
hsa04940 Type | diabetes mellitus 6/233 43/7383 2.1E-03 2.0E-02
hsa03050 Proteasome 6/233 45/7383 2.7E-03 2.5E-02
hsa04933 AGE-RAGE signaling pathway in 9/233 99/7383  3.9E-03 3.4E-02
diabetic complications
hsa04672 Intestinal immune network for IgA 6/233 49/7383 4.2E-03 3.4E-02
production
hsa05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 71233 65/7383 4.2E-03 3.4E-02
hsa05152 Tuberculosis 13/233 179/7383  4.2E-03 3.4E-02
hsa05165 Human papillomavirus infection 19/233 319/7383  5.6E-03 4.3E-02
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Abstract

Chagas disease is a debilitating and neglected disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi.
Soon after infection, interactions among T. cruzi and host innate immunity cells can drive/contribute
to disease outcome. Dendritic cells (DCs), present in all tissues, are one of the first immune cells to
interact with Trypanosoma cruzi metacyclic trypomastigotes. Elucidating the immunological events
triggered immediately after parasite-human DCs encounter may aid in understanding the role of DCs
in the establishment of infection and in the course of the disease. Therefore, we performed a
transcriptomic analysis of a 12 h interaction between T. cruzi and MoDCs (monocyte-derived DCs)
from three human donors. Enrichment analyses of the 468 differentially expressed genes (DEGS)
revealed viral infection response as the most regulated pathway. Additionally, exogenous antigen
processing and presentation through MHC-I, chemokine signaling, lymphocyte co-stimulation,
metallothioneins, and inflammasome activation were found up-regulated. Notable, we were able to
identify the increased gene expression of alternative inflammasome sensors such as AIM2, IFI16, and
RIG-I for the first time in a T. cruzi infection. Both transcript and protein expression levels suggest
proinflammatory cytokine production during early T. cruzi-DCs contact. Our transcriptome data unveil
antiviral pathways as an unexplored process during T. cruzi-DC initial interaction, disclosing a new
panorama for the study of Chagas disease outcomes.

Introduction

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is an endemic parasitic disease that affects
approximately seven million people in Latin America, with over 65 million estimated to be at risk of
contracting the disease (1,2). The disease has turned into a global health concern, mainly because of
migratory flow and lack of treatment or vaccine (3-6). Individuals who are infected by the parasite
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initially develop an acute asymptomatic phase, with only 1% manifesting nonspecific symptoms (7).
After 20 to 30 years, however, approximately one-third of infected individuals will progress to the
chronic phase, which is characterized by cardiomegaly and mega viscera, which can lead to death (8,9).
The outcome of the infection depends upon the combination of many complex processes, with accurate
prediction regarding progression to the chronic phase remaining a challenge. Immunological events
within the acute phase influence the development of either a protective or a pathogenic response in
later stages of Chagas disease (10). Likewise, parasite genetic diversity and tissue tropism, inoculum
and transmission route, together with host genetic background, age, and nutritional conditions, may all
modulate immunological and pathogenesis mechanisms (10,11).

Chagas disease is a vector-borne disease, with the parasite transmitted by blood-sucking bugs from the
Triatominae family (12). Its oral transmission is of increasing epidemiological importance, with
frequent outbreaks of acute and, at times, lethal cases. In these episodes, T. cruzi is acquired through
food or drink products contaminated with bugs and/or bug feces/urine (13,14). During its complex life
cycle, the parasite evolves through different forms, including epimastigotes - the insect replicative
midgut forms, metacyclic trypomastigotes (MTs) - the infective and non-replicative rectum insect
forms, amastigotes - the intracellular vertebrate replicative forms, and bloodstream trypomastigotes -
the infective and non-replicative vertebrate forms (12,15). Natural insect-derived MTs are found in
triatomine feces/urine and invade vertebrate cells through the insect bite site or mucosal tissues (13,16).
MTs are thus responsible for the parasite's first interaction with the host cells.

MT has a variety of cellular membrane and secreted virulence factors that allow for mammalian cell
invasion, host immune response evasion, and parasite intracellular survival (17). Once inside the host,
the parasite may be recognized and able to infect phagocytic and/or non-phagocytic cells through a
variety of host cell factors. Among the molecules on non-phagocytic cells, mucins, laminins,
fibronectins, thrombospondins, heparan sulfate proteoglycans, and bradykinin B2 receptors have been
reported to mediate parasite entrance (18-22). Otherwise, classic and non-classic pattern recognition
receptors (PRRs) such as TLR2, TLR4, TLR9, NOD?2, lectins, C5a, Slamfl, and LAMP-2 have shown
their importance for T. cruzi internalization in monocytes, macrophages, and dendritic cells (DCs) (23—
28).

Ex vivo studies in indeterminate patients have shown that the activation of Th1, Th2, Treg and Th17
cells can lead to the control of parasitemia and tissue damage and the development of immunological
memory against T. cruzi (29-31). However, an excessive and/or prolonged response of any of these
types may contribute to the disease pathogenesis (32). Therefore, the signaling pathways unleashed by
the host innate immune system immediately after sensing the infection will impact almost every aspect
of the subsequent adaptative immune response (33,34). In this sense, DCs perform a crucial role in
controlling infection at the beginning of the acute phase and in coordinating innate and adaptive
immune response (35).

Since they are present in all tissues, DCs show potential to be the first immune cells to interact with
the pathogen (36). Nevertheless, the DC molecular signature, subtypes and maturation are needed to
provide a precise understanding of these cell functions (37), especially under T. cruzi infection.
Recently, it was demonstrated that several subtypes of murine DCs, examined after infection by T.
cruzi, showed a lower expression of MHC class Il when compared to the steady-state (35). A lower
expression of MHC class | and 1l was also found when human monocyte-derived DCs (MoDCs)
interacted with the parasite (38-41). T cell co-stimulatory molecules CD80, CD86, CD83, and CD40
showed a reduced expression on murine DC surface after infection with different T. cruzi strains. On
the other hand, the expression of PD-L1, a molecule that suppresses the proliferation of antigen-specific
T-cells, was decreased (42—44). Regarding cytokine production, in most cases, human and murine
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models showed an increased production of anti-inflammatory cytokines IL-10, TGF-B, and IL-4,
responsible for host susceptibility to parasite infection, and a decreased production of IL-12 and TNF-
a, important protective molecules against the parasite (28,38,39,42-44). Therefore, T. cruzi seems to
have the capacity of downregulating the expression of MHC class | and Il molecules, co-stimulatory
molecules, and proinflammatory cytokines, modulating host DCs that may help to modulate the
adaptive immune response.

Studies on T. cruzi-DC interactions and their importance in the establishment of infection are scarce.
In addition, the majority of published investigations are restricted to the murine model, hindering the
capability to elucidate the first immunological events triggered immediately after parasite-human DC
interaction (45). Moreover, data from murine Chagas disease immune response may not be
extrapolated to human infection, which highlights the necessity of comprehending T. cruzi-DC
interactions using human leukocytes. To address these goals, we carried out a comparative RNA-
sequencing-based transcriptome analysis of human MoDCs after exposure to MTs vs. non-infected
MoDCs. Analyses of differentially expressed gene (DEG) profiles revealed that T. cruzi is able to elicit
a virus-related response in MoDCs. These discoveries open up new perspectives for the pathogenesis
of this disease, with better-elucidated viral infection mechanisms expanding understanding of Chagas
disease.

Materials and methods

Parasite

T. cruzi CL Brener strain epimastigotes were cultivated in liver infusion tryptose (LIT) medium (46),
pH 7.0, supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 0.1 mg/mL gentamicin
at 28°C. For metacyclogenesis, epimastigotes in final stationary phase were cultivated in triatomine
artificial urine (TAU) medium for 2 h at 28°C as previously described (47). After this period, TAU was
replaced by TAU3AAG medium (TAU medium added with 10 mM L-proline, 10 mM glutamic acid,
2 mM aspartic acid, and 10 mM glucose) and the parasites were cultivated for 6 days at 28°C. Parasites
were harvested and incubated in 100% active FBS (hon-heat inactivated) for 24 h to assure residual
epimastigote lysis (48). Epimastigote cellular debris was decanted twice for 2 h and the resulting
swimming MTs were washed thrice in PBS. Clean MTs were resuspended in RPMI 1640. The
differentiated parasites (MTs) were quantified using instant prov stain (NewProv) to visualize the
nucleus and kinetoplast localization.

Donors

Donors were composed of 3 male and 3 female individuals between 22-33 years old (x = 28.3 £ 2.9)
which were not previously infected with T. cruzi, as verified by PCR (Figure S1) (49). Infection and
vaccination data from each donor were collected in Table S1. The study protocol was reviewed and
approved by the Research Ethics Committee from the Medicine Faculty (Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina) — The University of Brasilia (CAAE: 54822616.7.0000.5558). Written
informed consent for the work was collected from all subjects.

Human MoDCs

Blood was collected from healthy donors and peripheric blood mononuclear cells (PBMCs) were
obtained through density gradient centrifugation using Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Monocytes
were then purified from PBMCs using the CD14 microbead human kit (Miltenyi Biotec). Monocytes
recovered from the positive fraction were cultivated at 37°C, 5% CO- for 7 days in a concentration of
5 x 10° cells/mL in RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated FBS
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(Gibco), 0.15 mg/mL gentamicin, 0.05 pg/mL of human GM-CSF (Peprotech) and 0.16 pg/mL of
human IL-4 (Peprotech) (34,50). Cytokine stimulus was maintained by replacing 10% of medium every
3-culture days. To evaluate activation/maturation in MoDCs, the three criteria of morphological
changes considered were: size, presence of cytoplasmic prolongations, and non-spherical shape
(36,51,52).

MoDCs infection

After DC differentiation, 5 x 10° cells/mL were plated in 24-well plates at 37°C with 5% CO, and
infected with MTs in a 10:1 MOI for 12 h (final volume: 1.1 mL RPMI 1640). After this period,
infected and control MoDCs were harvested, washed and counted. To estimate the infection rate, 10°
MoDCs were collected and stained with instant prov stain (NEWPROV). A total of 300 cells were
counted in double-blind format, identifying infected cells (infection rate) and amount of intracellular
amastigotes per infected cell. An unpaired Student t-test was used to determine differences in infection
rate, number of amastigotes per infected cell among donors, and activation between Infected and
Control groups (n = 8).

Cytokine quantification

After infection, supernatant was collected and stored at -80°C until post-analysis. IL-1p, IL-8, I1L-10,
and TNF were measured using a cytometric bead array (CBA) Human Inflammatory Cytokine
Cytometric Bead Array (CBA) - | Kit (BD) and analyzed by flow cytometry using a FACs Verse (BD
Bioscience), following the manufacturer's recommendations. Briefly, 50 puL of a solution containing
the capture beads for each cytokine were mixed with 50 pL of cell culture supernatant and 50 L of
Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent. After 3 h of incubation at room temperature,
samples were washed and resuspended in the indicated buffer.

RNA extraction

Infected and control MoDCs were harvested and RNA extracted using Trizol reagent (Ambion), as
suggested by the manufacturer's recommendations. The final material was eluted in RNase free water
and RNA integrity was assessed using bioanalyzer (Agilent Technologies). Samples with RINs below
8 were excluded from the transcriptome analysis.

RNA-seq

Two replicates from each donor were used to perform transcriptome sequencing at Novogen
(http://www.novogen.com) according to their protocols. Briefly, oligo d(T) beads were employed to
perform mRNA enrichment, which were then fragmented randomly and converted into cDNA. Poly(A)
tails were added and enriched by PCR to generate a cCDNA library using NEBNext® Ultra™ RNA
Library Prep Kit for Illumina® (NEB, USA). lllumina HiSeq 2500 was used to perform paired-end
sequencing of 150 bp reads. The Illumina sequence reads were analyzed for quality control with
FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), with reads then aligned
simultaneously to the human (Ensembl GRCh38.87) and T. cruzi (Ensembl Protists ASM20906v1)
reference genomes using HISAT2 v2.0.6 (53). The aligned files were ordered and indexed using
Samtools v0.1.18 (54) followed by read count calculation using the human genome annotation files of
Ensembl genome build GRCh38.87 and the software HTSeg-count v. 0.6.0 (-m intersection-nonempty)
(55).

Transcriptomics analysis

109



170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

184

185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

197

198
199
200
201
202
203

204

205
206

207

208
209

Early DCs-T. cruzi interaction

The relationship among Infected and Control biological replicates of donors A, B and C for
transcriptomes were analyzed through a principal component analysis (PCA) using the ggfortify
package R (https://CRAN.R-project.org/package=ggfortify). Differential expression analysis was
performed using the DEseq2 package v2.14 from R/Bioconductor (56), comparing infected and control
samples (padj < 0.05). All analyses were performed after exclusion of outliers (based on Clustering),
leaving at least one representative sample of each donor. Gene ontology enrichment and KEGG
Pathway analysis were performed using GOStat (57) and Pathview (58) packages, respectively.
Heatmaps for z-score of mean fold change by patient were generated using the gplots package in R
(https://ICRAN.R-project.org/package=gplots). DEGs were used as input for protein-protein
interaction (PP1) analysis using the STRING database (https://string-db.org/) (59). A confidence score
of 0.6 was set as a cut-off for protein-protein interaction. The PPI took into account co-expression, co-
occurrence, and experimental evidence. The generated interaction networks were uploaded in
Cytoscape 3.8.0 for graphical representation (60). DEGs were assigned as functional groups using GO
and KEGG databases and specific references.

Validation

For RT-gPCR, cDNA was synthesized from MoDC RNA and amplified using a GoTaq 2 Step RT
gPCR System (Promega) on a StepOnePlus real-time PCR system (Applied Biosystem) and the
StepOne™ Software v2.3 (Applied Biosystems), following the manufacturer's protocol. B2M was used
as reference gene (61). Specific primers were designed wusing primer Dblast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK_LOC=BlastHome). Designed
primers: CXCLO9-F: 5’-GTGGTGTTCTTTTCCTCTTGGG, CXCL9-R: 5’-
CCTTCACATCTGCTGAATCTGG-3’, TNSFS18-F: 5-GAGATCATCCTGGAAGCTGTGG-3’,
TNSFS18-R: 5’-CCAGTCAGACACCTTATTCACG-3’, USP18-F: 5’-
ATCCGGAATGCTGTGGATGG-3’,  USPI8-R: 5’-AGACTCCGTAGATCCAGGAACG-3’.
Additionally, RT? gPCR Primers Cat# PPH02447C, PPH02815F, PPH01325A, PPH05983A, and
PPH58151A (Qiagen) were used as well. Differential gene expression between Control and Infected
group treatments was analyzed by the 24T method (62).

Statistical analysis

All statistical tests were attributed to a p-value < 0.05. Sample raw data distribution was primarily
evaluated by the Shapiro-Wilk test to define a statistical test between parametric or non-parametric in
each experiment. The Unpaired Student t-test was applied to parametric tests when comparing Infected
and Control groups, and for non-parametric tests, the Wilcoxon test was used. GraphPad Prism 6.01
was used for calculations (www.graphpad.com). The statistical details employed in each experiment
can be found in the figure legends.

Data availability

The accession number for the transcriptome data reported in this paper is NCBI: GSE158986
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE158986).

Results

Metacyclic trypomastigotes of T. cruzi CL Brener strain can infect and promote human MoDCs
activation
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MoDCs from six healthy donors were employed to assess their overall transcriptional response to the
presence of T. cruzi. Donor characteristics are shown in Table S1 and Figure S1. The morphological
changes from peripheral blood monocyte-derived cells, such as cell size increase and the presence of
cytoplasmic prolongations, were taken into account to confirm MoDC differentiation (Figure S2A and
S2B). Additionally, MoDCs were characterized by flow cytometry, with at least 80% of the population
expressing CD1a, CD80, CD86, and CD206 DC markers. Also, CD11c, HLA-DR were detected, in at
least 55% of cells (Figure S2C). Differentiated MoDCs were placed in contact with T. cruzi MTs for
12 h to simulate an early parasite-host cell contact. This time was sufficient for parasite entry (Figure
S3, Figure 1A). The significant morphology change due to the infected condition indicates that
interaction with the parasite triggered bystander activation in a heterogeneous population (Figure 1B).
Interestingly, MoDCs from donor C were significantly less infected than cells from donors A and B,
whereas these latter two donors presented a similar infection rate (Figure 1C). Despite the difference
in the infection rate, the three donors exhibited two amastigotes per infected cell, which may be
associated with 12 h incubation and with DC phagocytic features (Figure 1D). Thus, the MT forms of
CL Brener strain can infect and activate MoDCs, eliciting morphology modifications in the host cell.
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Figure 1. Human MoDCs-T. cruzi interaction. Dendritic cells were infected with metacyclic forms
of T. cruzi for 12 h (A) to determine the percentage of activated cells based on the morphology change
(B), percentage of infected cells (C), and number of amastigotes per infected cell (D). A, B, and C
under X axis refer to donors A, B, and C, respectively. Full arrows: intracellular amastigotes. Mean +
SD, n = 8, double-blind count. Normal distribution was confirmed using Shapiro-Wilk test. Unpaired
t-test was used for comparisons. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001. Scale bar: 10 pm.

T. cruzi-infection modulates gene expression in MoDCs

RNA-Seq of infected and non-infected MoDCs (used as control) was performed using the Illumina Hi-
Seq platform. The experiments were carried out in biological duplicates for each group (n = 3 per
group), with an average of 21 million reads obtained for each set. Since each sample from infected
cells consisted of a pool of mixed RNAs from MTs and MoDCs, filtered reads were simultaneously
mapped onto both human and T. cruzi genomes to avoid incorrect mapping of parasite genes onto the
human genome (Table S2). From infected samples, 2 to 21% of total reads mapped onto the parasite
genome. On the other hand, non-infected MoDCs presented less than 0.02% of the total mapped reads
miss-mapping onto the T. cruzi genome (Table S3). A total of 16,264 human genes were annotated at
least once in the samples (GEO accession GSE158986), representing more than 76% of the total
known protein-coding genes in the human genome (63), and indicating high breadth of coverage for
the transcriptome. A clear separation between infected and control samples was obtained in a principal
component analysis (PCA) after the removal of three outliers (Figure 2A). A total of 468 DEGs were
identified, with 439 up-regulated and 29 down-regulated (Figure 2B and Table S4). These results
show that T. cruzi infection modulates the gene expression profile of MoDCs during a simulated first
contact and that a modulation signature can be observed, despite the natural variation among donors.
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Figure 2. MoDC gene expression profiles during interaction with T. cruzi metacyclic forms. (A)
Principal component analysis (PCA) to evaluate the relationships between control and infected groups.
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Magenta: control group and violet: infected group. (B) Volcano plot of expression profiles of both
groups and DEGs (padj < 0.05) shown according to regulation. Blue: up-regulated, red: down-regulated
and black: no significant difference. All analyses were performed after excluding outliers.

Response to virus as the most represented biological function

To identify known cellular processes and functional annotations associated with the transcriptome
presented here, the resulting DEGs were analyzed using Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) databases. GO enrichment analysis revealed 517 up- and 2 down-
represented terms (Table S5). In a more comprehensive analysis, taking into account p-value < 0.0008
coverage and non-redundant GO terms, the top 10 up-represented terms were selected (Figure 3A).
Response to type | interferon, response to virus, MHC class | processing and some PRRs signaling
were the most important terms among the up-regulated genes. Expression levels of genes encoding
proteins known to be important for inflammasome activation (e.g., RIG-I, IFI16, and AIM2) in
response to virus were significantly enriched (p-value 0.00009). Regarding KEGG enrichment
analysis, 32 differentially regulated pathways were seen among the samples (Table S6). Among the
highlighted KEGG terms, multiple PRR signaling pathways were found, including inflammasomes
(NLRs and cytosolic DNA sensors), and disease-specific pathways such as measles, herpes, hepatitis,
leishmaniasis and African trypanosomiasis (Figure 3B). Interestingly, viruses were included in 28%
of the KEGG pathways enriched terms. Taken together the enrichment analyses, it seems that antiviral
response may have an important function in the early T. cruzi infection.
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Figure 3. Analysis of biological function in differentially expressed genes between infected and
control MoDCs. (A) A summary of the enriched biological processes from GO is shown as coverage
(number of DEGs per total number of genes in each GO term). Blue bars: up-represented processes
and red bars: down-represented processes. p-value is displayed at the end of each bar. (B) KEGG
enriched pathways are represented as KEEG coverage (DEGs per total number of genes in each KEGG
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pathway). Bar colors indicate p-values.

To compare the intra-donor expression pattern from the up-regulated genes belonging to "defense
response to virus" (GO:0051607) term, a heat map was elaborated (Figure 4). Donor C showed an
above-average expression in 78% of the genes, with the exception of APOBEC3B, IFIT3, UNC93B1,
C19orf66, IL27, PML, IRF7, 1SG20, and STAT2. On the other hand, the latter seven genes were
expressed above average in donor A, which has an above-average expression in 21% of the genes.
Donor B presented an above-average expression in 31% of the genes (Figure 4, GEO accession
GSE158986). Notably, the genes coding for the inflammasome sensor proteins AIM2 and IFI16 were
expressed above the average in donors B and C, while RIG-I was expressed above average only in C.
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Figure 4. Individual gene expression patterns according to GO terms. Response to virus is shown
in a heatmap. Blue color scale: variation of mean fold change from each gene (Z-Score). Every gene
in the heatmaps was up-regulated in the transcriptome.

Virus response as a central pathway in the protein-protein interaction network

In order to determine biological significance in controlling the magnitude of differential expression of
each gene, a protein-protein interaction (PPI) network of DEGs was generated using the STRING
database. After excluding unannotated genes and proteins with no reported interactions, the 126
proteins participating in the network presented seven consistent functional patterns (Figure 5).
Remarkably, four of them are closely related to virus response: Virus response (magenta), MHC-I
antigen processing and presentation through ubiquitin-proteasome (yellow), NOD-like receptor
signaling pathway (violet), and metallothioneins (orange). Moreover, three typical DC functions were
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up-regulated and highlighted in the PPl network: reactive oxygen species production (cyan),
lymphocyte recruitment (mint green), and co-stimulation (shell pink). Regarding the virus-related
response, a direct correlation between fold change and PPI probability (represented by diameter and
edge length, respectively) was observed. Noteworthy, the top 10 network-hubs: ISG15, IFIT3, MX1,
RSAD2, STATL, IFIH1, OASL, IFIT1, IFI44L, and IF144 belong to the "response to virus™ GO term,
reinforcing that T. cruzi may activate a virus-related response in MoDCs. This pattern indicates that
the differential expression obtained through the transcriptome analysis is not random and supports a
biological significance for the triggered pathways. Within the PPI network, the virus response pathway
was connected to NOD-like receptor signaling, lymphocyte recruitment, and MHC-1 antigen
processing and presentation pathways through GBP1, CXCL10, and USP18, respectively.
Furthermore, CCL4 links the lymphocyte recruitment cluster to the co-stimulation-related proteins.
Finally, metallothioneins clustered into a single group that presents a strong PPI probability.
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Figure 5. Protein-protein interaction underlines genes from virus response as network-hubs.
DEGs were used as input for protein-protein interaction (PPI) analysis in STRING database.
Magentag : virus response (GO:0009615); yellow  : exogenous antigen processing and presentation
(GO:0002479)  including  proteasome  (hsa03050) and  ubiquitination/deubiquitination
(GO:0016567/G0:0016579); violet @ : NOD-like receptor signaling pathway (hsa04621);
mint green @ : chemokine signaling pathway (hsa04602); shell pink © : lymphocyte co-stimulation;
orange : metallothioneins related to virus response; cyan @ : protein related to reactive oxygen
species. A confidence score of 0.6 was set as a cut-off allowing co-expression, co-occurrence, and
experimental as evidences. Edge lengths represent the STRING score of evidence: higher scores reflect
shorter lengths.

Transcriptome validation
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RT-gPCR validation assays were performed for three up-regulated genes chosen from the RNA-seq
data as being related to the DC function of antigen presentation: USP18, TNFSF18, CXCL9. Three
independent infections from each donor (A, B and C) were carried out and expression modulation
evaluated in the selected genes. The analysis of these nine samples presented concordance between
RNA-seq and RT-qPCR data, thus validating the RNA-seq results (Figure 6A). Our next goal was to
determine if other donors would present the same expression signature found in the transcriptomic data
demonstrated here. Therefore, MoDCs from three new donors (D, E, and F) were obtained, infected
with T. cruzi and analyzed by RT-gPCR. To reinforce our validation assay, five modulated genes were
included in this analysis: MX1, OASL, GBP4, WNT5B, PLCB2 (Figure 6B-C). These genes were
selected from Human papillomavirus infection (hsa:05165), Influenza A (hsa:05164) and NOD-like
receptor signaling (hsa:04621) KEGG pathways, including up- and down-regulated genes. Compatible
with the previous results, with fold changes and p-values closely related to the transcriptome data, we
observed concordance between both techniques. Together, these two analyses validate the obtained
transcriptome among our original three donors, with the same patterns presented.
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Figure 6. Transcript and protein expression levels after MoDCs and T. cruzi first contact.
Differential expression of genes was confirmed by RT-qPCR. (A) Mean Log: Fold change = SD was
calculated using USP18, TFSF18, and CXCL9 genes from donors A, B, and C in triplicate (n = 9). (B)
Mean Log> Fold change = SD was calculated using USP18, TFSF18, CXCL9, WTN5B, PLCB2, OASL,
MX1, and GBP4 genes from the six donors (n = 6). (C) Transcriptome Log. Fold change is shown for
comparisons. Red: down-regulated genes, blue: up-regulated genes. Data from figures A and B present
a normal distribution according to Shapiro-Wilk test. Unpaired t-test was used for comparisons. p-
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value is displayed at the end of each bar. (D) Control and infected MoDC culture supernatants were
collected after 12 h-interaction assays. TNF, IL-8, IL-1B, and IL-10 cytokine concentrations were
measured using a cytometric bead array Kit. Horizontal lines inside the graphics represent median
values and each point represents a replicate (n = 19). Data from figure D did not present a normal
distribution according to Shapiro-Wilk test. Significant differences were tested using the Mann
Whitney test. ** p < 0.01; *** p < 0.001.

Proinflammatory cytokines characterize the early contact between DCs and T. cruzi

According to the presented transcriptome, cytokine and chemokine genes, such as TNF, IL-1p, IL-1«,
IL-15, and IL-8, were up-regulated after the MoDCs-T. cruzi interaction. Among the anti-inflammatory
cytokines, only IL-10 was up-regulated, with a fold change close to 2 and a g-value of 0.009 (see Table
S4). These results provide evidence for a tendency of proinflammatory cytokine production after the
first 12 h of interaction between DCs and T. cruzi. To investigate if the transcriptome-predicted
proinflammatory milieu is reflected at a protein level, innate immune cytokines were measured in the
culture supernatants, with a significant increase in the production of TNF and IL-8 observed in the
infected samples (Figure 6D). On the other hand, no significant difference was detected in the
production of IL-1p and IL-10 (Figure 6D).

Discussion

Early immunological events on Chagas disease are the result of diverse molecular pathways modulated
by a combination of T. cruzi and host factors, such as secreted and cell surface polymorphic molecules
(64). In this work, we revealed a set of genes modulated in human dendritic cells after contact with T.
cruzi metacyclic forms, since both cells represent the first actors in a natural infection that can affect
the progress of the disease. It is worth to note that MTs obtained under chemically conditions are
capable of reproducing the parasite biological behavior (47). Since control MoDCs presented a
relatively high expression of typical activation markers, morphological change is a useful tool for
assessing maturation of DCs (36,51,52). Using this approach, a high percentage of morphological
changes was observed in the MoDCs, indicating bystander activation after contact with the parasite
(65-68), and a similar infection rate to those seen in other studies (39,40). A mixed gene expression
profile from bystander and infection activation in MoDCs is the expected scenario in the initial stage
of natural infection when not every cell is infected or mature (35).

Using this RNA-seq approach, we identified 468 DEGs from 3 healthy female donors that shared a
gene expression pattern. Our main finding was that, during the initial contact with T. cruzi, MoDCs
trigger a response similar to that of a viral infection, including expression of several type | interferon-
induced genes derived from JAK/STAT signaling pathway (69,70) and viral inflammasome activation
(Figure 7). Transcriptome analyses using human foreskin fibroblasts infected by Y strain (71) or
Sylvio strain (72) blood trypomastigotes showed induction of cytokine production and enhanced
expression of type | interferon-inducible genes. These two studies corroborate our results regarding the
activation of a viral response in human cells infected by T. cruzi, although they did not explore those
findings. The immune aspect was explored using human monocyte-derived macrophages infected by
two Leishmania species (73). In this case, the results were filtered for phagocytosis-related genes, and
among the up-regulated genes, inflammatory IL-1p, IL-6 and TNF cytokines, and metallothionein 1
family members were highlighted. Additionally, 16 of the 39 KEGG enriched pathways observed after
Leishmania infection are identical to those obtained in our study, including herpes simplex, hepatitis
C and B, influenza A virus, and measles pathways (73).

118



frontiers

shiasass

a2
:

ICC T )

i

| RIPK2

MAVS TRAF3

MEN1 ADD-RIPK

NASEL

TGFB1

CXCL10

IFIT1




393
394
395
396
397

398

399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409

410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421

422
423
424
425
426
427
428
429
430
431

432
433
434
435
436

l\' frontiers

Figure 7. Summary of the regulated pathways during DCs-T. cruzi first contact. A view of the
gene expression patterns was generated using the transcriptome data and the enriched KEGG pathways
as input for BioNSi in Cytoscape v.3.8.0. The KEGG pathways (hamed in grey) are displayed
according to the transcriptome Log> Fold change scale (blue: up-regulated genes, red: down-regulated
genes) and cellular localization.

Currently, the immune response to viruses is well elucidated, and it is known that besides limiting viral
replication (74), type | IFN regulates the activation of NK cytotoxic function (75), synergizes with
TNF to induce iNOS in macrophages (76), and induces DC maturation (77). Notwithstanding, there
are no studies that associate human Chagas disease acute phase and type | interferon-inducible genes
or that directly correlate the host response during the parasite infection with a virus-like response. Only
a few studies using the murine model have shown the importance of type I IFNs during parasite
infection. For instance, mouse NK cells lacking IFN-o/p receptor were unable to activate their
cytotoxic function (78), and murine macrophages seem to need type | IFN co-stimulation for nitric
oxide production (79). Also, MyD88/TRIF deficient mice did not produce IFN-B and could not control
T. cruzi proliferation (80). Interestingly, type | IFN released at the parasite inoculation site seems to be
strain-dependent, since less infective strains were incapable of triggering the cytokine production (81).

Similar to antiviral pathways, inflammasome activation has been widely studied in mammal models,
revealing a fundamental role in signal transduction and pyroptosis, a proinflammatory form of cell
death (82). Among the inflammasome sensor proteins, NOD1, NOD2 and NLRP3 have been studied
in the host-T. cruzi context, with apparent contradictory results regarding their effective roles in the
protection against infection (83-86). Interestingly, we have identified up-regulation of the virus-related
IF116, RIG-I and AIM2 sensor proteins, which are known to drive the maturation and secretion of IL-
1B after foreign RNA/DNA recognition (87-89). In Plasmodium berghei and Aspergillus fumigatus,
AIM2 and NLRP3 may function in a redundant manner to trigger inflammasome activation and,
consequently, aid in pathogen infection control (90,91). Additionally, in Leishmania and Toxoplasma,
inflammasome activation can lead to parasite clearance, host susceptibility or even an exacerbated
immune response (92). Nevertheless, the role of inflammasomes and their relationship to Chagas
disease need to be further explored.

According to our PPI analysis, the genes belonging to virus response show robust evidence for
interaction, operating as hubs in the network (Figure 5, magenta), and indicating the importance of
this pathway during the early T. cruzi infection. Moreover, other enriched pathways in the PPl network
are also closely related to virus response. For example, viral antigens are usually presented to T
lymphocytes by MHC-1 molecules after ubiquitin-proteasome degradation (Figure 5, yellow) (93).
Equally, metallothioneins (Figure 5, orange) are reported to be modulated during viral infection or
cytokine stimulus, regulating host metal ion release, redox status, enzymatic function, and cell
signaling (94). Additionally, reactive oxygen species production (Figure 5, cyan) and T lymphocyte
recruitment and co-stimulation (Figure 5, mint green and shell pink, respectively) are known to be
essential processes in both viral and T. cruzi infection (95-98).

Inflammatory cytokines such as IL-8, TNF, IL-12, and IL-1B, are the typical cocktail (99) that
contribute to T. cruzi elimination (10,43,84,100,101). Looking at the secreted set of cytokines after 12
h of MoDCs-T. cruzi metacyclic interaction, an increment of IL-8 and TNF were detected as early
products of gene transcription, while IL-12 expression did not change at transcriptional or protein level.
MoDCs presented a reduced production of IL-12 and TNF-a after 24 h of infection with the
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Tehuantepec strain (39), while BM-DCs showed diminished IL-12 secretion but higher IL-10
production 24 h post-infection (102). On the other hand, IL-10 and IL-1p transcripts were up-regulated,
but these proteins were not detected in culture supernatants. In the case of IL-1p, CARD16, a protein
reported as an inhibitor of the caspase-1 activation, was found up-regulated at the transcriptional level
(103,104). Without caspase-1 activity, pro-IL-1p is not cleaved into an active IL-1p, which could be
one of the reasons for its absence in culture supernatants. Concerning IL-10, it is classically produced
upon activation of type I-1IFN response (105), and also induced through NOD?2, here up-regulated,
along with TLRs (106-110). However, IL-10 transcript contains multiple copies of destabilizing motifs
and its stability is affected by several factors, including IL-10 itself (111-113), which could explain a
rapid IL-10 transcription but a short-lasted or even null secretion.

Despite the viral-related response being common among the donors, donor C showed the lowest
infection rates, and this is probably related to the set of genes that were expressed above or below
average in this donor. Nevertheless, the high variations among experiments in the human model make
the evaluation of these differences difficult at the transcript or protein level. Within the "defense
response to virus" GO term, donor C showed an above-average expression in 45 of the 58 total
regulated genes. This stronger expression in the virus response genes could be the explanation for the
lower infection in donor C. Given the supposed importance of a viral immune response during the
host’s first contact with the parasite, one could hypothesize that donor C’s longer history of viral
immunizations may confer some form of protection against T. cruzi infection. This type of nonspecific
protection, provided by commercial vaccines, has recently been explored and is known as trained innate
immunity, where epigenetic changes in innate immune cells can be observed after vaccination and may
prepare them to respond to a different pathogen (114,115).

To validate the transcriptome and increase the studied individuals, some relevant regulated genes were
selected. CXCL9 (fold change = 8.1) is a chemokine mainly produced by monocytes, epithelial cells,
fibroblasts and tumor cells, which attracts T lymphocytes to the infection site (116). TNFSF18 (fold
change = 5.7) is a molecule mainly expressed by antigen-presenting cells that enhances DC and
lymphocyte activation (117). USP18 (fold change = 8.7) is a cysteine protease that negatively regulates
type | IFN signaling, promoting CD11b* DC differentiation (118). Then, these three proteins seem to
be important during early infection, when DCs need to differentiate to present antigens and recruit T
cells, and they were consistently more expressed in the infected MoDCs from six donors. Additionally,
the regulation of GBP4, MX1, OASL, PLCB2 and WNT5B, genes related to the virus response, was
consistent among the donors. GBP4 (fold change = 9.2) is a IFN-y inducible GTPase containing a C-
terminal domain that enable inflammasome activation to eliminate intracellular bacteria and virus
(119-121). MX1 (fold change = 8) is also a GTPase that blocks viral replication, and is widely studied
in the Influenza infection (122,123). OASL (fold change = 8.9) is a type I IFN inducible protein that
inhibits viral replication during the early phase of infection by degrading viral RNA (124,125).
Therefore, our data show that virus-related inflammasome induction is important during the first
contact between DCs and T. cruzi, and this response is more similar to that directed to RNA viruses.
On the other hand, PLCB2 (fold change = — 0.6) and WNT5B (fold change = — 0.4) were down-
regulated in transcriptional levels. WNT5B is correlated with hematopoietic/bone marrow cell
differentiation GM-CSF-induced and to proinflammatory cytokine regulation during infections
(126,127). PLCB2 negatively regulates the proinflammatory response produced by viral infections
(128). Down-regulated expression of WNT5B and PLCB2 was expected. Further studies are required
to test if other strains of T. cruzi up-regulate the same gene set, or if a strain of different infection
capacity will induce different gene expression patterns that can be associated with pathogeny.

121



482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493

494
495
496
497
498
499

500

501
502

503

504
505
506
507
508
509

510

511
512
513
514
515
516

517

518
519
520

521

Early DCs-T. cruzi interaction

A vast range of pathogens, from viruses to multicellular parasites, may also shape DC metabolism and
immune functions leading towards a tolerogenic phenotype. Hepatitis C virus (HCV) NS3 and HCV
core proteins can inhibit DC differentiation via an I1L-10 induction (129). Moreover, DCs recovered
from patients infected with hepatitis B virus exhibited decreased antigen-presenting, migration, and
cytokine production capacity (130). Human DC exposure to Mycobacterium tuberculosis resulted in
the downregulation of CD11a, CD11b, and CD18 expression with compromised DC adherence to
endothelial cells and migration toward a chemokine gradient (131). Finally, Plasmodium falciparum
binds to the surface of myeloid DCs and deeply reduces the expression of MHC class 11, CD83 and
CD86 co-stimulatory molecules, and maturation of DCs (132). However, the delimitated conditions
(in vitro, 12h after infection, parasite strain, DC subset) in which we carried out our tests do not allow
us to conclude whether the antiviral response will be exclusively to the detriment or the benefit of the
parasite.

In conclusion, our transcriptome has brought to light virus response as an important and unexplored
process during the first hours of T. cruzi-host interaction. These discoveries open up new perspectives
for the study of this disease, with better-elucidated viral infection mechanisms expanding current
knowledge. Future work regarding the role of the type | interferon-induced genes for antigen
presentation and T lymphocyte activation should be conducted to elucidate the immune response
against T. cruzi and disease progression.
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932  Supplementary Figure 1. TCZ PCR to confirm no T. cruzi infection in the donors
933  (Related to Figure 1). TCZ region (188 bp) in the T. cruzi genome was amplified from total
934 DNA extracted from donors' PBMCs. PCR products from donor A (line 1), donor B (line 2),
935  donor C (line 3), T. cruzi total DNA (line 4), and non-infected donor (line5) are shown in a
936 1% Agarose gel.
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939  Supplementary Figure 2. Human dendritic cells differentiation (Related to Figure 1).
940  Monocytes were purified from peripheral blood of donors (A) and differentiated into MoDCs
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in the presence of IL-4 and GM-CSF cytokines during 7 days (B) (Scale bar: 40 um). Flow
cytometry was performed to assess the differentiation efficiency, evaluating expression of
CDla, CD11c, CD80, CD86, CD209, and HLA-DR. The upper density plot shows the whole
population and the selected dendritic cell gate. The other density plots show the positive
populations within the selected gate (C). Data from a representative experiment.
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Supplementary Figure 3. Percentage of infected cells in the Infected group (Related to
Figure 1). To identify intracellular amastigotes, in/out immunofluorescence was performed
using chagasic mice serum. MoDCs were not permeabilized in order to recognize
extracellular parasites (green). DAPI was used to detect nuclei (blue). A representative
fluorescence micrograph is shown in A, and its respective phase-contrast micrograph is
shown in B. A full arrow shows an intracellular amastigote inside the MoDC, whereas an
empty arrow shows an extracellular parasite. Scale bar: 10 um
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