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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é um importante problema de saude publica, afetando milhdes
de pessoas na América Latina. Apesar dos avangos em sua compreensao, aspectos fundamentais
de sua patogénese ainda ndo estdo totalmente elucidados. Um dos principais enigmas é que suas
manifestacdes clinicas mais severas frequentemente ocorrem na fase cronica da doenca, muitas
vezes, décadas ap6s a infeccdo inicial, em um contexto de baixa concentracdo de parasitos
circulantes e de surgimento de respostas autoimunes. Neste estudo, investigamos a influéncia
da ativacdo de retroelementos LINE-1 (L1) na promocdo de respostas pro-inflamatérias e
autoimunes durante a infec¢éo por Trypanosoma cruzi. Conduzimos experimentos in vitro para
avaliar, por qPCR, a expressdo de genes moduladores de L1 e indutores de produgédo de
interferons em células HEK-293, tanto em sua forma competente quanto transfectadas para
subexpressao de L1 pelo sistema CRISPR/dCAS-9. Além disso, foram realizados experimentos
em modelo murino, incluindo analises de expresséo génica (QPCR), producéo de autoanticorpos
(ELISA) e inflamacdo em orgaos especificos (histopatologia). Os resultados obtidos indicam
que a infeccdo por T. cruzi estd associada a um aumento progressivo na expressao de L1. Esse
aumento esta correlacionado com a elevacédo na expressdo de MOV-10, um forte inibidor de
L1, em uma provavel tentativa de controle do retroelemento. Observou-se também regulacéo
por vias de reparo, com a inativacao inicial de L1 mediada por XPA e MSH-2, seguida pela
ativacdo subsequente promovida por ATM. Além disso, houve aumento na expressdo de vias
de deteccdo de RNA, como MDA-5 e RIG-1, que ativam a sinaliza¢do de interferons, levando
a elevacdo na expressao de IFN-o e IFN-B. Paralelamente, a produgdo de IFN-y também foi
observada. No modelo murino, verificou-se um aumento na expressdo de IFNs e TNF-a,
associados a forte ativacdo de L1 no coracdo e intestino, 6rgaos frequentemente afetados pela
DC. Esses fatores também se correlacionam com a producédo de autoanticorpos, reforcando uma
resposta imune relacionada a ativacdo de L1, independentemente da carga parasitaria. Os
achados reforcam a hipdtese de que a patogénese da DC ndo se limita a persisténcia do parasito,
mas também envolve mecanismos autoimunes que sdo ativados pelo patdgeno durante a
infeccdo. Esses fatores autoimunes desempenham um papel crucial nas manifestacdes clinicas
tardias da doenca, sugerindo que o autorreconhecimento do hospedeiro pode contribuir para a
gravidade dos sintomas. Ademais, nossos achados abrem novas possibilidades para identificar
alvos terapéuticos que poderiam ser explorados em investigacfes futuras, potencialmente

melhorando a abordagem no tratamento desta complexa patologia.
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ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a major public health concern, affecting millions of people in
Latin America. Despite advancements in its understanding, fundamental aspects of its
pathogenesis remain unresolved. One of the main enigmas lies in the fact that its most severe
clinical manifestations often occur in the chronic phase of the disease, decades after the initial
infection, in the context of low circulating parasite concentrations and the emergence of
autoimmune responses. In this study, we investigated the influence of LINE-1 (L1) retroelement
activation in promoting pro-inflammatory and autoimmune responses during Trypanosoma
cruzi infection. We conducted in vitro experiments to evaluate, via qPCR, the expression of
genes that modulate L1 activity and induce interferon production in HEK-293 cells, both in
their competent form and transfected to downregulate L1 expression using the CRISPR/dCas9
system. Additionally, in vivo experiments were performed using a murine model, including
gene expression analyses (QPCR), autoantibody production (ELISA), and inflammation in
specific organs (histopathology). The results obtained indicate that T. cruzi infection is
associated with a progressive increase in L1 expression. This increase correlates with elevated
MOV-10 expression, a potent L1 inhibitor, likely as an attempt to control the retroelement.
Regulation via DNA repair pathways was also observed, with initial L1 inactivation mediated
by XPA and MSH-2, followed by subsequent activation promoted by ATM. Furthermore, there
was an increase in the expression of RNA-sensing pathways, such as MDA-5 and RIG-1, which
activate interferon signaling, leading to elevated IFN-a and IFN- expression. Parallelly, IFN-
v production was also observed. In the murine model, increased expression of immune response
genes and TNF-a was detected, particularly in the heart and intestine, organs commonly
affected by CD. These factors also correlated with the production of autoantibodies, reinforcing
an immune response linked to L1 activation, independent of parasite burden. These findings
support the hypothesis that CD pathogenesis is not solely linked to parasite persistence but also
involves autoimmune mechanisms triggered by the pathogen during infection. These
autoimmune factors play a critical role in the late clinical manifestations of the disease,
suggesting that self recognition mechanisms may contribute to symptom severity. Moreover,
our findings open new avenues for identifying therapeutic targets that could be explored in

future investigations, potentially improving the approach to treating this complex pathology.

Keywords: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, LINE-1 Retroelement, Interferons,

Inflammation, Autoimmune Response
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I.  INTRODUCAO

1. Aspectos gerais

Em 1909, o médico sanitarista e parasitologista brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas descobriu e descreveu a doenca de Chagas (DC), também conhecida como
Tripanossomiase Americana. Sua pesquisa pioneira ndo apenas elucidou a progressao clinica
da doenga, mas também identificou seu agente causador, o protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, e o inseto vetor, um triatomineo popularmente conhecido como "barbeiro". Além disso,
Chagas conduziu estudos epidemioldgicos na area e destacou o impacto significativo da DC na
saude publica (CHAGAS, 1909). No entanto, apesar dessas contribuicdes marcantes, a doenca
continua a ser uma grande preocupacdo na saude coletiva devido a falta de investimento
governamental, o0 que a faz ser classificada como uma doenca tropical negligenciada (WHO,
2024).

A DC é endémica em 21 paises da América Latina, onde observa-se um cenario
alarmante com cerca de 6 a 7 milhGes de pessoas infectadas com o T. cruzi, resultando em
aproximadamente 12 mil mortes anuais (DE SOUSA et al, 2024, HOCHBERG,;
MONTGOMERY, 2023). Além disso, estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas residam
em areas onde estdo expostas e podem contrair o parasito (WHO, 2024). Além dessas regides,
casos da doenca foram relatados em outras partes do mundo, como nos Estados Unidos da
América (EUA), na Europa e na regido do Pacifico Ocidental, devido sobretudo ao fluxo
migratorio de pessoas infectadas (LIDANI et al., 2019; SANGENITO; BRANQUINHA,;
SANTOS, 2020) (Figura 1).
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Distribuicdo geografica da doenca de Chagas
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Figura 1. Distribuicdo geografica da doenca de Chagas. Padrdo de ocorréncia epidemioldgica da doenca de Chagas em
diferentes regides do mundo. Nota-se que a América Latina é uma area endémica para tal enfermidade. Fonte: Adaptado de
Sangenito et al., (2020).
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Endémica
Nao endémica, mas presente
Sem dados

A transmissdo da DC pode ocorrer de varias maneiras, sendo a via vetorial a via primaria
e mais comum forma de infeccdo (ABAD-FRANCH; MONTEIRO, 2005). Esta via acontece
quando fezes contaminadas dos insetos triatomineos (“barbeiros™) entram em contato com o
interior do organismo do hospedeiro vertebrado. Alem da transmissao vetorial, existem também
vias secundarias de transmissao que ocorrem fora do ciclo bioldgico natural do parasita (DIAS;
NETO; DE ALBUQUERQUE LUNA, 2011).

Essas vias secundarias de transmissdo incluem a transmissao oral, que ocorre através de
bebidas e alimentos contaminados com o parasito; a transmissdo congénita, em que a méae
transmite o parasito ao feto através da placenta ou do corddo umbilical; a transmissdo por
transfusdo de sangue e por transplante de 6rgdos, que pode ocorrer se 0 sangue/6rgdo doado for
de um individuo infectado (DIAS; NETO; DE ALBUQUERQUE LUNA, 2011; PIERROTTI
et al., 2018). Alem disso, hd comprovacdo experimental de transmissdo sexual do parasito,
conforme demonstrado em estudos com modelo murino (ARAUJO et al., 2017; GOMES et al.,
2019; RIBEIRO et al., 2016; RIOS et al., 2018).

Apos a infeccdo inicial, inicia-se a fase aguda da doenga, a qual, dura de 6 a 8 semanas.
Apesar de ser caracterizada por uma alta parasitemia, na maioria dos casos, é assintomatica, ou
ainda, em alguns pacientes, pode apresentar-se de maneira leve e inespecifica, 0 que torna o
diagnostico precoce desafiador (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). No entanto,
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manifestacdes locais e especificas, como o chagoma de inoculagéo e o sinal de Romafa, podem
ocorrer, embora sejam mais raras e restritas a casos de transmissao vetorial (FORSYTH et al.,
2016).

Subsequentemente, a doenca entra na fase crénica, que geralmente é assintomatica
(forma indeterminada). Estima-se que aproximadamente 30-40% dos pacientes desenvolvam
sintomas mais graves apos vérias décadas da infeccéo inicial. Nessa fase, embora haja uma
reducdo significativa na parasitemia, podem surgir as chamadas “megassindromes”, que sdo
complicagBes que impactam Grgdos vitais para o funcionamento do organismo, como o coragao
e 0 trato gastrointestinal. Em casos mais raros, o sistema nervoso também pode ser afetado
(GUARNER, 2019; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; PIERROTTI et al., 2018).

Atualmente, o tratamento envolve o uso de dois medicamentos principais: o benznidazol e
o nifurtimox. No entanto, a eficacia dessas drogas na fase cronica da infeccédo é limitada, e
ambas podem causar reacOes adversas significativas (ALDASORO et al., 2018; ZREIN et al.,
2018). Diante da auséncia de opcOes terapéuticas eficazes para a forma avangada da doenca,
torna-se crucial o diagndstico e a intervencdo precoce para melhorar os resultados e prevenir
complicacdes graves (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

2. Patogénese
2.1 Teorias da patogénese

Atualmente, a patogénese da DC ndo estda completamente elucidada. Em busca de
aprofundar a compreensdo de seus mecanismos, duas teorias principais sdo consideradas: a
teoria da persisténcia parasitaria e a teoria da autoimunidade. A teoria da persisténcia parasitaria
sugere que a lise das células parasitadas, acompanhada da liberacdo de antigenos do préprio
parasito, desencadeia um processo inflamatorio no hospedeiro vertebrado (GUTIERREZ et al.,
2009; TARLETON RL, 1999). Em contrapartida, a teoria da autoimunidade propde que o
surgimento das manifestacdes clinicas da doenca ocorre devido a rejeicdo autoimune de células-
alvo, mediada pelas células efetoras inflamatorias do sistema imunologico (BONNEY;
ENGMAN, 2008; SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974; TEIXEIRA et al., 2006a).

Embora distintas, essas teorias ndo se excluem mutuamente. E provavel que a DC resulte
de interacdes complexas entre o parasito, o sistema imunoldgico e fatores genéticos. Nesse

contexto, Wesley et al. (2019) propuseram uma teoria integrativa que relaciona a reacao
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inflamatoria, a carga parasitaria e a transferéncia horizontal de moléculas de DNA do parasito
(KDNA ou DNA do cinetoplasto).

De interesse, analises de correlacdo realizadas em camundongos infectados revelaram
que a producdo de anticorpos contra o T.cruzi esti associada positivamente a producdo de
autoanticorpos contra proteinas cardiacas e intestinais, na auséncia de correlagdo com a carga
parasitaria nesses tecidos. Além disso, observou-se que altas taxas de integracdo de kDNA no
coracdo e na medula Ossea estdo ligadas ao aumento de anticorpos IgG contra T. cruzi e
proteinas cardiacas (WESLEY et al., 2019). Os resultados também destacam a relacéo entre a
lesdo tecidual e os mecanismos de autoimunidade, evidenciada pelo aumento de citocinas pro-

inflamatorias e pela producdo de autoanticorpos.

2.2 Persisténcia do parasito

A teoria da persisténcia parasitaria € uma das hipoteses centrais que busca explicar a
inflamacéo e o dano tecidual caracteristicos da DC. O parasito consegue evadir o sistema
imunologico, replicar-se de forma intermitente e se alojar em células como adipdcitos e no trato
gastrointestinal, garantindo sua sobrevivéncia no hospedeiro ao longo da vida (BONNEY et al.,
2019; ROSSI; DE SOUZA; RAMIREZ, 2024; TEIXEIRA et al., 2011). A presenca constante
do T. cruzi nos tecidos é corroborada pela deteccdo de seu DNA por técnicas como PCR
quantitativa e por imagens de bioluminescéncia que mostram a dindmica da infec¢do in vivo
(FRANCISCO et al., 2022; MARCON, 2011; SILBERSTEIN et al., 2018). Estudos indicam
gue o intestino pode atuar como reservatorio do parasito, permitindo migracdes ocasionais para
0 miocardio, o0 que contribui para miocardite e fibrose cardiaca, mesmo na auséncia de parasitas
no coracdo (LEWIS et al., 2014; SILBERSTEIN et al., 2018).

Além do dano tecidual direto causado pela lise celular, a resposta imunolédgica
adaptativa frente aos antigenos do parasito desempenha um papel central na patogénese. A
inflamacéo crénica resultante gera fibrose e disfuncédo tecidual, principalmente no miocérdio.
A correlacdo entre a deteccdo de antigenos e a gravidade da inflamacéo foi evidenciada em
amostras de pacientes com miocardite severa, nas quais a positividade para antigenos do
parasito foi de 100% (HIGUCHI et al., 1999; TARLETON RL, 1999). Esses achados reforcam
arelevancia da persisténcia do T. cruzi na manutenc¢do da inflamacéo tecidual na cardiomiopatia
chagasica cronica (CCC).

Adicionalmente, o T. cruzi induz estresse oxidativo, agravando o dano cardiaco. A

disfungdo mitocondrial em murinos e humanos infectados resulta no aumento de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) no coracéo, levando a apoptose de cardiomidcitos, e esse processo
estaria associado a gravidade da CCC (DHIMAN et al., 2013). Outros mecanismos incluem a
regulacdo de microRNAs cardiacos pelo parasito, que afetam processos celulares fundamentais
(NAVARRO et al., 2015). Em conjunto, essas evidéncias consolidam a hipdtese de que a
persisténcia do parasito € um fator determinante na patogénese da DC, tanto pela lesdo direta
quanto pela resposta inflamatdria prolongada.

2.3 Autoimunidade

Durante a fase cronica da DC, é possivel notar uma diminuigdo dos parasitos circulantes
coincidente com o surgimento das manifestacdes clinicas mais graves. Associado ao fato de
que os medicamentos tripanocidas tém efeito limitado nesse estagio, ndo contribuindo para a
reducdo dos sintomas (MORILLO, 2015), esses fatores levam a hipdtese de que a resposta
autoimune desempenha um papel fundamental no surgimento das manifestacfes clinicas da
doenca. Com isso, acredita-se que ocorra 0 rompimento da tolerancia imunoldgica, levando ao
reconhecimento inadequado do que € prdprio e ndo préprio, desencadeando eventos pro-
inflamatdrios que causam danos significativos aos tecidos-alvo, desde comprometimento
funcional grave até o desenvolvimento de processo inflamatorio cronico (GUIMARO et al.,
2014; LA CAVA, 2011; TEIXEIRA et al., 2011).

A hipotese da autoimunidade surgiu na década de 1970, quando Santos-Buch e Teixeira
(1974) demonstraram que linfécitos de coelhos chagasicos cronicos eram capazes de destruir
fibras cardiacas de fetos de coelho in vitro, ao contrario dos linfocitos de coelhos saudaveis,
que ndo possuiam essa atividade. Desde entdo, varios estudos mostraram fendmenos
autorreativos em individuos infectados, mas identificar a influéncia dessa autorreatividade na
fisiopatologia da doenca continua sendo um desafio, assim como em outras doencas autoimunes
relacionadas a infec¢cdes (GUTIERREZ et al., 2009).

A fim de explicar a autoimunidade, diversos mecanismos foram propostos, sendo um
deles o mimetismo molecular. Nesse processo, um patdgeno pode desencadear uma resposta
imunologica cruzada contra células do hospedeiro devido a semelhancas moleculares
estruturais (BONNEY; ENGMAN, 2015; DE BONA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2011b).
Por exemplo, a proteina flagelar de tripomastigotas (FL-160) contém epitopos que mimetizam
aqueles encontrados em tecidos do hospedeiro (VAN VOORHIS et al., 1993). Além disso, a
proteina ribossomal L27 de T. cruzi é similar a proteinas ribossomais de varias espécies,

incluindo a humana (PERONE et al., 2003). Pacientes chagasicos apresentam autoanticorpos

20



contra uma glicoproteina tecido muscular cardiaco e esquelético normal (MCCORMICK,
1993). O reconhecimento especifico de anticorpos contra a miosina cardiaca foi observado em
camundongos inoculados com extrato de T. cruzi (LEON; ENGMAN, 2001). Moléculas como
0 antigeno B13(ABEL et al., 2005) e a cruzipaina (AOKI et al., 2004), que sdo moléculas
especificas do T. cruzi, também foram identificadas como responsaveis pela ativacdo da
resposta imunoldgica.

Outro mecanismo da autoimunidade é a ativacdo bystander, que sugere que a exposicao
continua a antigenos em tecidos danificados pode levar a autorreatividade dos linfocitos
(GIRONES; CUERVO; FRESNO, 2005). Nesse contexto, 0 dano mecanico causado pelo T.
cruzi, aliado a respostas imunes especificas e ndo especificas contra o parasito, resulta na
liberagdo de grandes quantidades de autoantigenos em um ambiente rico em mediadores
inflamatdrios. Citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF), e quimiocinas ativam células T
autorreativas, promovendo sua intensa multiplicacdo. Ademais, esse processo inflamatorio
pode modificar os padrdes de migracdo dos linfocitos e ativar células apresentadoras de
antigenos (WEN et al., 2008).

Por fim, ha a hipdtese da integracdo de minicirculos de KDNA de T. cruzi no genoma
do hospedeiro, que sugere que esse parasito é capaz de realizar transferéncia horizontal de
segmentos de DNA (HECHT et al., 2010; TEIXEIRA et al., 1994, 2011a; WESLEY et al.,
2019)Varios estudos ja demonstraram que os minicirculos de KDNA estdo associados a
retrotransposons do hospedeiro, e sua integracdo ocorreria por meio de microhomologias em
um mecanismo de reparo de DNA (MMEJ, do inglés Microhomology-mediated end joining).
De interesse, sabe-se que o DNA exdgeno, especialmente o mitocondrial e os elementos
moveis, pode auxiliar na reparacdo do DNA nuclear, restaurando a integridade genémica
(MORRISH et al., 2002; YANG et al., 2023).

Assim, a transferéncia horizontal de KDNA poderia estar relacionada a respostas
autoimunes na DC crdnica, uma vez que a insercdo desses minicirculos no genoma poderia
levar a formacéo de proteinas quiméricas, a alteracao da expressdo génica e/ou ao silenciamento
de genes existentes (HECHT et al., 2010; SIMOES-BARBOSA et al., 2006; TEIXEIRA et al.,

2011). A Figura 2 ilustra os diferentes mecanismos relacionados a patogénese da doenca.
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Figura 2. Mecanismos de patogénese da doenga de Chagas. a) A persisténcia do parasito leva ao rompimento celular durante
sua diferenciacdo e multiplicacéo. b) A ativacdo da imunidade especifica contra T. cruzi contribui para a destruigdo de células
cardiacas. c) A ativagdo exagerada da imunidade inata leva ao reconhecimento inespecifico por meio da ativacéo bystander. d)
A autoimunidade promovida por parasitas pode ocorrer por mimetismo molecular entre o parasito e autoantigenos (a esquerda
da imagem) ou pela ativagdo de células T autorreativas ap6s rompimento da célula provocada pelo T. cruzi (a direita da
imagem). €) A transferéncia de minicirculos de kDNA de T. cruzi para o genoma da célula hospedeira. Fonte: Moraes (2022).

3. Trypanosoma cruzi

3.1 Ciclo de vida

O T. cruzi é um protozoario hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, pertencente a
familia Trypanomastidae (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020). Possui um ciclo de vida
heteroxénico (Figura 3), alternando entre diferentes formas evolutivas nos hospedeiros
invertebrados e vertebrados (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; ZINGALES et al., 2012).
No hospedeiro vertebrado, pode se apresentar como amastigota (forma intracelular e
replicativa) ou tripomastigota (forma extracelular circulante). No vetor triatomineo, assume as
formas epimastigota (multiplicativa) e tripomastigota metaciclico (forma infectante para o
hospedeiro vertebrado) (TEIXEIRA et al., 2012). Uma caracteristica morfolégica importante
desse protozoario € a presenca de uma mitocondria tubular Gnica, que abriga o cinetoplasto —
uma estrutura em formato de disco que contém uma rede de DNA extranuclear, conhecida como
DNA do cinetoplasto (kDNA).
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Figura 3. Ciclo de vida do protozoario Trypanosoma cruzi. (1) Durante a hematofagia em um hospedeiro mamifero
infectado, o vetor triatomineo ingere formas tripomastigotas metaciclicas presentes no sangue. (2) Os tripomastigotas ingeridos
se diferenciam em epimastigotas no intestino médio do vetor. (3) Os parasitos se multiplicam e se transformam em
tripomastigotas metaciclicos. (4) Esses tripomastigotas infecciosos se alojam na porcéo final do intestino do vetor. (5) Ao
realizar um novo repasto sanguineo, o vetor libera tripomastigotas metaciclicos em suas fezes, préximo ao local da picada. (6)
Os tripomastigotas entram no hospedeiro através da lesdo da picada ou de mucosas intactas e/ou feridas prévias. (7) Uma vez
na corrente sanguinea, os tripomastigotas infectam células nucleadas. (8) Dentro dessas células, eles se diferenciam em
amastigotas se multiplicam por fissdo binaria. (9) Os amastigotas, por sua vez, se transformam em tripomastigotas. (10) Esses
tripomastigotas causam a lise celular e invadem a corrente sanguinea, podendo infectar novas células. (11) Se o inseto vetor
realizar um repasto sanguineo novamente, o ciclo é reiniciado. (12) Os tripomastigotas no hospedeiro vertebrado infectam
celulas de diversos tecidos, transformando-se em amastigotas intracelulares em novos locais de infeccdo. Fonte: Pessoa (2024)

O ciclo de vida desse parasito comeca durante o repasto sanguineo em um hospedeiro
infectado, quando os insetos vetores ingerem a forma tripomastigota do T. cruzi. No trato
digestivo do inseto, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que se multiplicam
por fissdo binaria. Na porcéo final do intestino do inseto, os epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicos (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).

Esses tripomastigotas sdo excretados nas fezes do inseto e a infeccdo do hospedeiro
vertebrado ocorre pelo contato com essas fezes. Isso pode acontecer por meio da picada, que
causa lesdes na pele, ou pelo contato com mucosas e feridas previamente abertas. Assim, o T.
cruzi invade células préximas ao local da infeccdo inicial por um mecanismo mediado por
lisossomos, onde se diferenciam em amastigotas e se replicam por fissdo binaria (BURLEIGH;

ANDREWS, 1995). Quando as células estdo repletas de amastigotas, o parasito se transforma
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novamente em tripomastigota, causando a lise celular e liberando essas formas circulantes na
corrente sanguinea (TEIXEIRA et al., 2006). Esses parasitos liberados podem invadir células
mais distantes da leséo inicial, propagando a infecc¢éo, ou reiniciar seu ciclo se forem ingeridos
por um novo vetor saudavel (BERN, 2015; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

3.2 Interacdo patdgeno-hospedeiro

3.2.1 Danos ao DNA

Nos mamiferos, o DNA pode ser danificado por fatores end6genos, como subprodutos
do metabolismo, incluindo espécies reativas de nitrogénio (RNS) e de oxigénio (ROS). Além
disso, fatores exdgenos, provenientes do ambiente, como radiagdo ionizante e agentes
alquilantes, também contribuem para o dano ao DNA. Destacam-se ainda as doencas
infecciosas, que podem causar danos diretos ao material genético, ampliando o impacto desses
fatores exogenos (MARKKANEN, 2017; MASLOWSKA; MAKIELA-DZBENSKA,;
FIJALKOWSKA, 2019).

Quando esses danos ocorrem, existem mecanismos de reparo que visam mitiga-los. Os
principais sdo: recombinacdo homologa (HR), unido de extremidades ndo homdlogas (NHEJ),
reparo por excisdo de nucleotideo (NER), reparo por excisdo de base (BER) e reparo por erro
de pareamento (MMR) (LI1U; LI; LU, 2016).

Geralmente, as quebras de fita dupla do DNA (DSBs) sdo reparadas por HR e NHEJ,
que possuem mecanismos distintos (NATARAJAN; PALITTI, 2008). Um dos principais
diferenciais é que a HR € um mecanismo livre de erros, utilizando a fita homdloga de DNA
como molde durante o reparo. A ataxia-telangiectasia mutada (ATM) desempenha um papel
crucial nesse processo, iniciando o reparo da DSB ao estimular a atividade nucleolitica de outras
moléculas para remover as extremidades da quebra (BAKR et al., 2015; JIN; OH, 2019;
WRIGHT; SHAH; HEYER, 2018). Em contrapartida, a NHEJ é mais suscetivel a erros e pode
induzir mutacdes no genoma, sendo ativada na auséncia de fitas homdlogas. Este processo
ocorre em todo o ciclo celular e é concluido quando a DNA Ligase 1V, junto com a proteina
XRCC-4, liga as fitas (CHANG et al., 2017; V. SHARMA, 2016).

As demais vias de reparo sdo ativadas em resposta a diferentes tipos de danos ao DNA.
A NER, por exemplo, é responsavel pela correcdo de adutos de DNA e dimeros de pirimidina,
enquanto os erros de pareamento sdo corrigidos pelo MMR. A corre¢édo de bases danificadas

individualmente ou em pequenas quantidades é realizada pelo BER (LIU; LI; LU, 2016). Cada
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via de reparo envolve diversos genes e proteinas que desempenham funcdes especificas para
garantir o sucesso do processo. Destacam-se a proteina XPA no NER, que é crucial para a
interacdo entre 0 DNA e outros complexos; a OGG-1 no BER, que atua como um modulador
de transcricdo; e a MSH2 no MMR, que é um gene responsavel pela reparacdo de
incompatibilidade de DNA (LIU; LI; LU, 2016).

A Figura 4 ilustra as vias especificas para cada tipo de dano ao DNA e as principais
proteinas envolvidas.
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Figura 4. Danos ao DNA e vias de reparo em células de mamiferos. Os danos ao DNA em células de mamiferos séo
reparados por diferentes vias. Bases modificadas s&o corrigidas pela via BER, que se divide em dois tipos: SP-BER e LP-BER.
Adutos de DNA sdo reparados pela via NER, que pode ser classificada como NER conjugado a transcri¢do (TC-NER) e NER
no genoma global (GG-NER). Erros de pareamento de bases séo reconhecidos e corrigidos pela via MMR. Ja as quebras de
fita dupla podem ser reparadas pela via HR, que € livre de erros, ou pela via NHEJ, que é propensa a erros. Fonte: Rose (2020).

Além das vias de reparo conhecidas, hd evidéncias de que retrotransposons,
especialmente o LINE-1 (L1), podem se integrar em regides danificadas do DNA, promovendo
um reparo mediado por retrotransposon. Nesse processo, 0 L1 se insere no local da lesdo,
unindo as duas fitas da DSB de forma independente de endonuclease. Curiosamente, esse tipo
de reparo parece competir com a via NHEJ, sendo menos frequente em células competentes
para essa Ultima (MORRISH et al., 2002).

O L1 também pode se beneficiar das vias de reparo para facilitar sua inser¢do no

genoma, interagindo indiretamente com proteinas como RAD51, que desempenha um papel
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importante na HR. Esse mecanismo permite ao L1 aproveitar ambientes celulares favoraveis
para promover sua integracdo no DNA (GASIOR et al., 2006). Sensores de danos no DNA,
como a proteina ATM, também podem influenciar a atividade de L1 ao criar condi¢des
favoraveis para sua retrotransposicdo (COUFAL et al., 2011).

De igual modo, o L1 é capaz de se inserir em regides integras do genoma, e para isso é
necesséria a clivagem de ambas as fitas de DNA. O L1 codifica as proteinas ORF1 e ORF2;
esta Ultima possui atividade endonuclease e é capaz de induzir DSBs, logo, a ativagdo de genes
das vias de reparo estdo associados a inser¢do e atividade do L1 (BELGNAOQUI et al., 2006;
GASIOR et al., 2006). Sendo assim, as vias de reparo de DNA desempenham um papel duplo
na modulacdo da atividade de L1: facilitando a inser¢do desses elementos atraves de
mecanismos de reparo e restringindo sua mobilidade para preservar a integridade do genoma.

Entender os mecanismos de reparo é fundamental, pois estudos indicam que T. cruzi
pode interferir no ciclo celular do hospedeiro e em varios genes relacionados ao metabolismo
do DNA, incluindo aqueles das vias BER e MMR (COSTALES; DAILY; BURLEIGH, 2009).
Durante a infeccdo, o parasito gera estresse oxidativo no ambiente intracelular, resultando na
producdo de ROS, que causam danos no DNA, incluindo DSBs. Em resposta, a célula
hospedeira ativa a via de BER para corrigir esses danos, enquanto o parasito pode manipular
essa resposta para criar um ambiente favoravel a sua replicacdo e sobrevivéncia. Ademais, a
infeccdo induz a interrupcéo do ciclo celular, o que beneficia o parasito ao evitar a morte celular
prematura e assegurar um ambiente estavel e rico em nutrientes para sua replicacao. No entanto,
essa manipulacdo do ciclo celular e a alteracdo do ambiente celular podem comprometer a
integridade do DNA, resultando em danos adicionais ao genoma do hospedeiro (REPOLES;
MACHADO; FLORENTINO, 2020).

3.2.2 Genes de resposta imune

A regulacdo adequada da resposta imune do hospedeiro, tanto inata quanto adaptativa,
é crucial para a sobrevivéncia do T. cruzi durante sua infeccdo. Células do sistema imune inato,
como macréfagos, células NK e dendriticas, realizam a endocitose dos parasitos, ajudando no
controle inicial da replicacdo (ESPER et al., 2015). Estudos com imuno-histoquimica em
modelos de cardiomiopatia chagasica em camundongos mostram uma producdo persistente de
citocinas como TNF-a, TGF-p, IL-1a, IL-6, IFN-y ¢ IL-10 no tecido miocardico (ZHANG et
al., 1996). Contudo, é vital que a resposta imune esteja equilibrada: enquanto citocinas pro-

inflamatdrias sdo necessarias para ativar linfocitos T, um excesso pode estar ligado a patogénese
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tardia da cardiomiopatia chagésica, influenciando a intensidade da inflamacdo e as lesdes
teciduais (TEIXEIRA et al., 2006b; ZHANG et al., 1996).

A susceptibilidade a DC na fase aguda depende do tipo de resposta que € ativada,
podendo ser Thl ou Th2. J& durante a fase cronica, as citocinas plasmaticas parecem ter relacéo
com a gravidade da doenca de forma independente do aparecimento dos sintomas. Caso a
infeccdo ndo seja cessada, 0 sistema imunoldgico ativa uma resposta especifica contra T. cruzi
mediada por anticorpos (DE BONA et al., 2018).

A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa e responde
rapidamente a agressdes sem necessidade de exposicdo prévia, funcionando como a primeira
linha de defesa do organismo. Seus mecanismos incluem barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, além de células especializadas e moléculas soliveis (DE MELO CRUVINEL et al.,
2010). A resposta imune inata envolve processos como fagocitose, liberacdo de mediadores
inflamatdrios, ativacdo do sistema complemento e sintese de proteinas de fase aguda, citocinas
e quimiocinas. Esses processos sdo ativados por padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs), estruturas microbianas ausentes no organismo humano, como lipopolissacarideos. O
reconhecimento dessas moléculas ocorre por meio de receptores de reconhecimento de padrdes
(RRP), incluindo os toll-like receptors (TLRS), que iniciam a resposta imunoldgica inata (DE
MELO CRUVINEL et al., 2010; MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997;
RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012).

Durante a infec¢cdo pelo T. cruzi, TLRs como TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 detectam
componentes do parasito, ativando a resposta imune. O TLR2 reconhece ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) de tripomastigotas, enquanto o TLR4 responde ao
glicoinositolfosfolipideo (GIPL) de epimastigotas, ambos induzindo citocinas inflamatérias. O
TLR7 € ativado por RNA parasitario, e o0 TLR9 por DNA rico em CpG ndo metilado,
estimulando a imunidade inata (BARTHOLOMEU et al., 2008; RODRIGUES; OLIVEIRA;
BELLIO, 2012).

Na fase aguda da doenca, a resposta imune inata (Figura 5) € essencial no combate ao
parasito através da estimulacdo do processo inflamatério envolvendo a acdo de mediadores
como IL-12, IL-18, IFN-y e 6xido nitrico. No entanto, uma inflamag¢do excessiva pode causar
danos aos tecidos do hospedeiro. Por isso, a acdo de TGF, IL-4 e IL-10 séo essenciais, pois
controlam a atividade das citocinas pré-inflamatorias e promovem a expansao das células Th2
e de IL-10 (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018; BASSO, 2013). Além disso, a IL-4 também
estimula o TGF, que regula as células apresentadoras de antigenos (CARDILLO et al., 2015).

27



S eeoo '
/ e <
- R
Macréfago A A D\T
A A o - ~
A C#lula infectada
3 S
- % = \ .
K‘ \ M "\\qj:;\ iy L 4
< Py [ N . Q9 9
“ et °.. \ Eliminagéo &®o.0
- do Parasito { D
Macréfago ativado & o :
Dano tecidual
@® TNF-a A IFN-y ﬁr’ Anticorpos

Figura 5. Resposta imunoldgica contra o Trypanosoma cruzi. Antigenos do parasito induzem macréfagos a produzir 1L-12,
que estimula células NK a liberarem IFN-y. Essa citocina, junto com TNF-o, ativa macrdfagos e controla a replicagdo do
parasito. Intermediéarios reativos de nitrogénio (IRN) derivados de macréfagos também ajudam no controle. A IL-12, derivada
de células dendriticas e NK, induz a diferenciagdo e expansdo de células TCD4+ e CD8+, promovendo a citotoxicidade e a
resposta das células B. Na fase aguda, ocorre o recrutamento de células T, com IFN-y induzindo a produgdo de quimiocinas.
Embora a inflamagéo seja essencial para a resisténcia a infeccéo, pode causar dano tecidual. Fonte: Adaptado de Wesley (2019).

Os macrofagos e neutrofilos desempenham papeis cruciais nesse processo: produzem
IL-12, que estimula células NK a secretar IFN-y (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018;
BASSO, 2013). Este, por sua vez, aumenta a producdo de IL-12, TNF e 0xido nitrico, ajudando
na eliminacdo do T. cruzi. Essas células sdo ativadas por antigenos, assim como as células
dendriticas, que, na presenca de moléculas secretadas pelo T. cruzi, diminuem a producdo de
IL-12 e TNF, comprometendo sua capacidade de apresentar antigenos. Ao interagir com o
parasito, as células dendriticas promovem a ativacdo de linfocitos Treg, inibindo os linfocitos
TCD8+ (ERSCHING et al., 2016; ZINGALES et al., 2009).

Além disso, estudos indicam que niveis elevados de IFN-y estdo associados a uma
resposta imune mais eficaz contra o T. cruzi, embora sua producédo exacerbada possa contribuir
para a inflamacdo cronica observada em pacientes com cardiopatia chagasica (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 1998). Portanto, o equilibrio na producdo de IFN-y ¢é essencial para uma
resposta imune eficaz, evitando danos teciduais decorrentes de uma resposta inflamatoria
excessiva.

Ja os interferons do tipo I (IFN-0/B) desempenham um papel complexo na infecgdo pelo
T. cruzi. Embora tradicionalmente associados a defesa antiviral, ha evidéncias de que, durante

a infeccéo, a producéo de IFNs tipo | pode aumentar a suscetibilidade do hospedeiro ao parasito.
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Em modelos experimentais, camundongos deficientes no receptor de IFN tipo | apresentaram
melhor controle da infeccdo e maior sobrevivéncia em comparagdo com camundongos néo
modulados, sugerindo que esses IFNs podem ter um efeito prejudicial na resposta imunoldgica
contra o parasito (CHESSLER et al., 2011). Além disso, a producgdo de IFNs tipo I durante a
infeccdo por T. cruzi pode modular negativamente a producgédo de IFN-y (KAYAMA et al.,
2009). Essa modulacdo pode comprometer a eficdcia da resposta imune, permitindo a
persisténcia do parasito no hospedeiro.

As células NK, além de eliminar invasores intracelulares, ajudam na diferenciacdo de
linfocitos TCD4 em células de meméria, direcionando-os para um perfil Thl. A destruicdo das
células NK resulta em menor producdo de IFN e aumento da IL-10, levando a uma maior
tolerancia do sistema imunoldgico ao T. cruzi (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018;
CARDILLO et al., 2015).

Com a persisténcia da infeccdo, a resposta imune adaptativa é caracterizada por
respostas Thl e Th2. A resposta Thl produz citocinas inflamatorias, enquanto a Th2 exerce
acdo anti-inflamatdria e mediada por anticorpos (ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018;
BASSO, 2013). Células apresentadoras de antigenos ativam linfocitos T efetores. Na fase
crénica da DC, observa-se um aumento de linfécitos T circulantes, que liberam citocinas pro e
anti-inflamatorias, ressaltando seu papel no controle da inflamagdo (ACEVEDO; GIRARD;
GOMEZ, 2018).

Os linfécitos TCD4+ liberam citocinas que podem estimular ou inibir a atividade de
macrofagos, células dendriticas e outros linfocitos, alem de favorecer a selecdo de linfocitos B
especificos e a producado de anticorpos. Em modelo murino, uma resposta combinada de Thl e
Th2 mostrou melhores resultados no controle do T. cruzi, com predominancia de Thl
(ACEVEDO; GIRARD; GOMEZ, 2018; HOFT; EICKHOFF, 2005; PETRAY et al., 1993;
RODRIGUES et al., 1999). Durante a infeccdo, também ha alta producdo de células TCD8+,
que sdo direcionadas aos locais onde o parasito se encontra, contribuindo para o controle da
carga parasitaria nos tecidos.

Os linfocitos B desempenham uma resposta especifica no final da fase aguda,
produzindo anticorpos essenciais para o controle da infec¢do. No inicio da infeccdo pelo T.
cruzi, as células B sdo cruciais para a resposta Thl, ajudando a conter o parasito (BASSO, 2013;
BERMEJO et al., 2010; KUMAR; TARLETON, 1998). Na fase cronica, os linfocitos B
regulam a resposta imunoldgica pela liberacéo de IL-10. Embora a inibicdo dessa citocina ajude
a controlar a infeccdo, também pode aumentar a inflamacdo cronica no tecido cardiaco
(CARDILLO et al., 2015).
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Estudos em modelos experimentais mostraram elevagdo dos niveis de imunoglobulina
IgM na fase aguda da DC, aléem de um aumento significativo de 1gG ao longo da infec¢do, com
correlacdo positiva entre os niveis desse anticorpo e a intensidade das lesdes tissulares
(ANDRADE et al., 1985; Wesley et al., 2019).

4. Retroelementos

4.1 Caracteristicas e funcionamento

Elementos transponiveis (Ets) sdo sequéncias de DNA que se movem de um local para
outro no genoma, podendo ou ndo se duplicar durante o processo (WESSLER, 2006). Eles se
dividem em duas classes: Ets autbnomos, que codificam genes que promovem sua replicagdo
independentemente do cromossomo hospedeiro; e Ets ndo autbnomos, os quais dependem da
maquinaria da célula hospedeira para realizar a transposicdo (CHUONG; ELDE;
FESCHOTTE, 2017).

O sequenciamento do genoma humano revelou que cerca de 45% dele é derivado de
elementos transponiveis, incluindo transposons de DNA, retrotransposons de repeticdo terminal
longa (Long Terminal Repeat - LTR) e retrotransposons ndo-LTR. Assim, metade do nosso
DNA é oriundo de elementos transponiveis antigos, principalmente retroelementos(LANDER
etal., 2001; VENTER et al., 2001). Os retroelementos humanos se classificam em duas classes
principais: os Longos Elementos Nucleares Intercalados (Long Interspersed Nuclear Elementes
- LINES), representado pelos elementos L1 e L2, e os Elementos Nucleares Intercalados Curtos
(Short Interspersed Nuclear Elements — SINES), que incluem os elementos Alu e SVA
(MEDSTRAND; VAN DE LAGEMAAT; MAGER, 2002).

A esse respeito, os retroelementos L1 representam cerca de 17 % do genoma humano,
com aproximadamente 6 kb de comprimento. Eles possuem uma regido 5’ ndo traduzida (UTR),
trés regides de leitura de fase aberta (ORFs - Open Reading Frames) e uma regido 3 UTR com
uma cauda poli-A. A 5° UTR abriga um promotor interno de RNA polimerase II que direciona
a transcricdo das extremidades 5’ do elemento. As ORFs sao classificadas em ORFO, ORF1 e
ORF2. A ORF2 codifica a proteina ORF2p, que possui atividade de endonuclease e
transcriptase reversa, enquanto a ORF 1 codificaa ORF1p, proteina com atividade de chaperona
de &cido nucleico. A funcdo da ORFO ainda é incerta, mas acredita-se que possa modular a
mobilidade do L1 (BECK et al., 2011; ZHANG; ZHANG; YU, 2020).
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Quando amplamente ativado, o L1 pode causar efeitos prejudiciais ao organismo. Esse
retroelemento ativa a imunidade inata por meio das vias de deteccdo de DNA e RNA. Durante
sua replicagdo, o L1 induz cortes e danos no genoma do hospedeiro, sendo o0 DNA gendmico
danificado um alvo de reconhecimento pelo cGAS. Assim, a maquinaria de L1 promove a
liberacdo de grandes quantidades de ssDNA (DNA fita simples) no citosol, amplificando a
resposta inflamatoria mediada por IFN-I (GARCIA PEREZ; ALARCON-RIQUELME, 2017;
THOMAS et al., 2017). Também podem ser reconhecidos RNAs atipicos, como hibridos de
DNA-RNA, transcritos andmalos ou RNAs de fita simples ou dupla exdgenos. Esses &cidos
nucleicos sdo detectados por sensores de RNA, como RIG-1 e MDA-5 (ZHAO et al., 2021).

A ativacdo persistente de mecanismos pré-inflamatérios esta associada a patogénese de
doencas autoimunes, como l0pus eritematoso sistémico (LES) e sindrome de Sjogren (SS),
devido a desregulagcéo do equilibrio imune Th1/Th2 (IMGENBERG-KREUZ; SANDLING;
NORDMARK, 2018; KARAGIANNI et al., 2021; UKADIKE et al., 2023). Além disso, a
atividade de L1 pode estar associada com a senescéncia celular. DE CECCO et al., 2019
observaram que fibroblastos em senescéncia apresentaram maior quantidade de L1,
correlacionando-se com a expressdo da citocina inflamatoria INF-I.

Por isso, o controle da expressdo do L1 é fundamental para a homeostase celular e
sistémica. Para prevenir os efeitos prejudiciais da atividade do L1, diversos mecanismos
regulatorios atuam em diferentes etapas para inibir sua retrotransposicdo. Um importante
mecanismo de controle da mobilidade do L1 é a metilacdo desse retroelemento em células
somaticas ou a via de piRNA na linhagem germinativa (ARORA et al., 2022; BELANCIO;
HEDGES; DEININGER, 2006; KLOYPAN et al., 2015). Estudos mostram que o L1 é mais
frequente em células-tronco embrionérias e células da linha germinativa devido ao apagamento
temporal da metilacdo do DNA (LI et al., 2013).Somado a isso, sinais de poliadenilacdo
prematura sdo mecanismos secundarios que limitam a expressao do L1, jA que o splicing
alternativo altera significativamente a diversidade de formas de RNA expressas e influencia seu
impacto na expressao génica apds a insercdo no genoma. A poliadenilacdo prematura pode
resultar em variantes de L1 com remocdo da sequéncia 5'UTR ou até mesmo em RNASs que nédo
codificam ambas as ORFs, gerando variantes funcionalmente incompletas (BELANCIO;
HEDGES; DEININGER, 2006).
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4.2 Associacdo com outros genes

A regulacdo da expressdo dos elementos L1 desempenha um papel crucial na
manutencdo da homeostase celular e na integridade do genoma. Assim, a0 mesmo tempo que
instabilidade gen6mica resultante da retrotransposicéo, também participam do processo genes
que podem fazer uma ativacdo controlada de L1 em contextos especificos, como no
desenvolvimento embrionério, na reprogramacado epigenética e em respostas ao estresse celular
causado por infec¢des, conferindo vantagens adaptativas e regulatérias (DIRUSSO; CLARK,
2023; KOHLRAUSCH et al., 2022; ZHANG; ZHANG; YU, 2020). De interesse, dados
recentes de nosso grupo de pesquisa (Rose, 2020; Moraes, 2022) demonstraram que a infeccéo
por T. cruzi é capaz de induzir o0 aumento da expressao de L1 no genoma hospedeiro.

Dentre os genes inibitdrios, podemos destacar APOBEC-3, MOV-10, SAMHD-1 e
TREX-1, além de alguns genes envolvidos em vias de reparo de DNA. A familia de proteinas
APOBEC-3 desempenha um papel crucial nos mecanismos de defesa celular contra a
propagacao descontrolada do L1 em nivel pos-transcricional, atuando por meio de mecanismos
que podem ser dependentes ou independentes de desaminacdo (KINOMOTO et al., 2007;
ORECCHINI et al., 2018). Por outro lado, a RNA helicase MOV-10, que inibe de forma robusta
o L1, atua em multiplas frentes para suprimir a sua atividade. Esta helicase se liga ao RNA e as
proteinas de L1, formando complexos ribonucleoproteicos direcionados para degradacdo. Além
disso, MOV-10 recruta a enzima DCP2, que remove o cap do RNA de L1, promovendo sua
degradacédo, e sequestra L1 em agregados citosolicos, limitando sua mobilidade (ARORA et al.,
2022; LIU et al., 2023)

A proteina SAMHD-1 € um dos principais fatores de protecdo da imunidade inata,
inibindo a replicacéo viral e contribuindo para a repressao do L1 e de outros retroelementos. O
mecanismo pelo qual o SAMHD-1 inibe o L1 é particularmente relevante em células em
divisdo: essa proteina interage com 0 ORF2 do L1, embora os detalhes dessa repressdo ainda
ndo sejam totalmente compreendidos, com diferentes estudos propondo varias abordagens de
inibicdlo (DEUTSCHMANN; GRAMBERG, 2021; ZHAO et al., 2013). A exonuclease de
reparo 3' (TREX-1), ativada em resposta ao interferon tipo 1, atua na clivagem de &cidos
nucleicos. Sua inibicdo do L1 ocorre por meio da ligacdo a proteina ORF1, alterando sua
localizacgdo intracelular e facilitando sua posterior remocdo (LI et al., 2017).

Na maioria das células, a atividade do L1 ¢ inibida em todas as etapas do processo de

retrotransposigdo por varias vias: diminuigdo da disponibilidade de DNA através de metilacéo
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(LIAO et al., 2015; MUOTRI et al., 2005; SANCHEZ-LUQUE et al., 2019), modifica¢6es nas
histonas e formacdo de heterocromatina (HATANAKA et al., 2015; HE et al., 2019;
SANCHEZ-LUQUE et al., 2019); através da inibicdo pos-transcricional pela degradacdo de
novas copias de RNA do L1 (SILVERMAN, 2007; YAO et al., 2018); repressdo da traducao
de ORF1 e ORF2; blogueio do transporte de ribonucleoproteinas (RNPs) do L1 para o nlcleo
(GOODIER et al., 2015; GUO et al., 2014; ORECCHINI et al., 2018); e, na fase final da
integracdao de uma nova copia do elemento L1 no genoma, utilizacdo mecanismos de reparo do
DNA (GOODIER et al., 2015; MITA et al., 2020; PIZARRO; CRISTOFARI, 2016). Contudo,
em alguns tecidos, como no cérebro, a supressdo do L1 ndo é total, permitindo que as
retrotransposicdes desse elemento sejam ativadas (BAILLIE et al., 2011; KANO et al., 2009).

Genes de vias de reparo de DNA apresentam um papel dibio quanto a modulacdo de
retroelementos, podendo tanto inibir quanto ativar a expressdo L1 (BONA; CROSSAN, 2023).
Esses genes sdo de especial interesse para nosso estudo, pois sabe-se que T. cruzi modula
diferentes vias de reparo de DNA da célula hospedeira (GONZALES-CORDOVA et al., 2024).
As vias de reparo de DSBs, como HR e NHEJ, podem facilitar a insercdo do DNA
complementar (cDNA) de L1 no DNA do hospedeiro apds a geracdo de quebras no genoma
pela endonuclease do L1. Quando as vias de reparo sdo ativadas, proteinas respondem ao dano
induzido pelo L1, promovendo a reparacdo do DNA, que também pode facilitar a
retrotransposicdo desse elemento sob certas condi¢cGes. Assim, esses genes atuam como
reguladores cuja influéncia na atividade do L1 varia conforme o contexto celular e as
circunstancias especificas de sua ativacdo, apesar de, em algumas situacoes, proteger o genoma
dos efeitos prejudiciais da retrotransposicdo (ARIUMI, 2016; PROTASOVA; ANDREEVA;
ROGAEV, 2021).

4.3 Envolvimento com resposta imune

A ativacdo do L1 esta ligada a atividade de genes da resposta imune, sendo sua
expressdo associada a ativacdo da resposta imune inata. Existe um mecanismo de feedback
negativo entre 0s IFNs tipo 1, como IFN a.e B, e o L1 (YU et al., 2015; ZHAO et al., 2021). A
regulacdo do L1 parece ocorrer de maneira semelhante a supressdo viral mediada pelo IFN,
embora esses interferons ndo apresentem atividade de supressdo viral isoladamente; em vez
disso, promovem a expressdo de genes estimulados por interferon (1SGs) (WALTER, 2020;
ZHAO et al., 2021).
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Dentre as moléculas responsaveis pela regulacdo da resposta mediada por IFNs,
destacam-se 0s sensores de RNA MDA-5 e RIG-I, que detectam RNA exdgeno, incluindo
genomas virais e transcritos. A MDA-5 reconhece preferencialmente RNA de fita dupla
(dsRNA), enquanto a RIG-I é responsavel por detectar RNA de fita simples longo nédo
encapsulado (sSRNA) ou dsRNAs curtos (KATO et al., 2006; LI; WU, 2021). Além disso, ja
foi demonstrado que o RIG-I é capaz de ativar a expressdo de um gene repérter na regido
promotora do IFN-B, confirmando sua fun¢do antiviral (YONEYAMA et al., 2004). Ja com
relacdo a deteccdo de DNA, a proteina GMP-AMP ciclico sintase (cGAS) atua como um sensor
de DNA de fita dupla (dsDNA) de diversas origens, incluindo DNA genémico danificado
(COQUEL et al., 2018; SUN et al., 2013). Na regulagdo de L1, sua ativacdo resulta em alta
expressdo de MDA-5 e RIG-1 no inicio da transcri¢do reversa e de cGAS durante a sintese do
cDNA e na sua transposicdo, devido ao dano ao DNA. Isso leva a um aumento na expressao de
IFNs e outras proteinas, como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. A relacdo entre LINE-1 e o sistema de sinalizacdo de interferon. Essa regulacdo ocorre por meio de um
mecanismo de feedback negativo: 1) o LINE-1, junto com seu RNP e cDNA sintetizado, ativa o sistema de sinalizagdo de IFNS;
2) essa ativagdo imune inata eleva os niveis de IFN, aumentando a expressdo de genes ISGs; e 3) os altos niveis de proteina
ISG exercem um efeito supressor sobre a retrotransposicdo de LINE-1, reduzindo sua capacidade de ativar a resposta imune
inata Fonte: Adaptado de Zhao et al. (2021).

Embora as células HEK-293 apresentem defeito na via de deteccdo de cGAS, foi
observado que L1 ainda aumenta a producdo de IFNs nessas células. Isso sugere um mecanismo
alternativo, independente de cGAS, para ativacdo da resposta imune, possivelmente via
deteccdo de RNA por MDA-5 e RIG-1 (ZHAO et al., 2021).

O IFN-y tipo II é um produto da imunidade adaptativa que exerce um papel fundamental
nas células da imunidade inata, especialmente nos macrofagos. Considerado um potente
ativador de macrofagos, o IFN-y ¢é essencial na defesa contra micobactérias e outros patdgenos
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intracelulares (WALTER, 2020). Embora tenha uma atividade antiviral especifica inferior, suas
propriedades imunomodulatérias se destacam em comparacdo com os interferons do tipo |
(FARRAR; SCHREIBER, 1993).

A ativacdo constante de fatores prd-inflamatérios no organismo pode resultar em
inflamacédo crénica e no desenvolvimento de doengas autoimunes, devido ao desequilibrio na
resposta Th1/Th2. Se o L1 apresentar uma ativacao persistente, é esperado um aumento na

expressao de moléculas pré-inflamatorias e uma redugdo nas moléculas anti-inflamatorias.
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Il.  JUSTIFICATIVA

A DC constitui um grave problema de saude publica, especialmente na América Latina,
onde impbe um consideravel 6nus econdmico sobre os paises afetados. Estima-se que
aproximadamente sete milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi, e, entre elas, cerca
de um terco devera apresentar manifestacGes clinicas da doenca, muitas das quais podem ser
incapacitantes e até fatais. Infelizmente, as opg¢Bes de tratamento disponiveis mostram-se
ineficazes na fase cronica da enfermidade. Ademais, a dificuldade em desenvolver
medicamentos ou vacinas eficientes para o tratamento da DC esta fortemente ligada ao desafio
de identificar os fatores determinantes para o surgimento dos sintomas.

Portanto, na falta de dados que possam identificar com preciséo o fator desencadeador
da DC, é fundamental aprofundar a investigacdo sobre a patogénese dessa enfermidade,
especialmente em relacdo ao papel do retroelemento LINE-1 na promo¢do de uma resposta
imune deletéria. Nossos resultados podem contribuir para a identificacdo de elementos centrais
na relacdo parasito-hospedeiro, além de reforcar a ligacdo entre a atividade de L1 e o
desencadeamento de respostas autoimunes no hospedeiro, facilitando a descoberta de novos

alvos para o desenvolvimento de farmacos inovadores destinados ao tratamento da DC.
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I, OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Verificar a influéncia do T. cruzi na ativagdo de retroelementos LINE-1 e sua repercussao na

resposta autoimune.

2. Objetivos especificos

e Determinar se ha aumento da expressdo de LINE-1 durante a infecgdo por T. cruzi;

e Verificar se a infecgdo por T. cruzi altera a expresséo de genes inibidores/ativadores de
LINE-1;

e Auvaliar as vias envolvidas na alteragéo da expressao de IFN na infecgéo por T. cruzi;

e Investigar o impacto da inibicdo da expressao de LINE-1 durante a infecgéo por T. cruzi,
utilizando o sistema CRISPR/dCas9;

e Correlacionar a carga parasitaria, expressao de genes associados a resposta imune e a
producdo de auto-anticorpos na infeccdo in vivo com a expressdao de LINE-1 em

diferentes tecidos.
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IV. METODOLOGIA

Nosso estudo comparou grupos infectados com T. cruzi e grupos ndo infectados (controle)
em modelos in vitro e in vivo. Para maior clareza, as diferentes etapas experimentais seréo

apresentadas e descritas de forma separada.

1. INVITRO

1.1. Cultura de células e parasitos

Neste trabalho, foram utilizadas células de rim embrionario humano (HEK-293) e
células de mioblasto de rato (L6). As células HEK-293 compuseram 0s grupos experimentais,
enquanto as L6 foram usadas para obter formas tripomastigotas do T. cruzi. Ambas as linhagens
foram cultivadas em Dulbecco Meio Minimo Essencial (DMEM), suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) a pH 7.2 e 1% de Penicilina/Estreptomicina, incubadas a 37°C em
atmosfera imida com 5% de CO,. O meio foi trocado a cada 48 horas e as células foram
repicadas semanalmente, quando atingiam 60-70% de confluéncia, com acompanhamento em
microscopio invertido.

Ja as formas epimastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana foram mantidas em meio
Liver Infusion Triptose (LIT) 10% de SFB, 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina, a 25°C. Os repiques foram realizados a cada 15 dias.

1.2. Infeccé@o por Trypanosoma cruzi

Para obtencdo das formas tripomastigotas, foi inoculado cerca de 10° parasitos da
cultura de epimastigota da cepa Colombiana em cultura de células L6, previamente crescidas.
Ap0s 72 horas de infeccdo, todo o sobrenadante foi retirado e a monocamada de células foi
lavada com PBS 1X, pH 7.4, duas vezes, para a retirada das formas epimastigotas presentes no
sobrenadante. Apds aproximadamente 15 dias, as formas tripomastigotas foram coletadas do
sobrenadante e centrifugadas a 300g para infec¢do das células HEK.

A infeccdo das células foi realizada inoculando-se formas tripomastigotas de T. cruzi
em HEK-293 previamente aderidas em garrafa T75. O namero de formas tripomastigotas foi

obtido por contagem em Camara de Neubauer, tendo sido inoculado 5 vezes mais parasitos em
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relacdo ao nimero de células cultivadas (proporcao 5:1). As células foram incubadas a 37°C em
atmosfera Umida com 5% de CO., seguindo as condicdes de manutencdo descritas

anteriormente.

1.3. Grupos experimentais

Para esta etapa, foram considerados trés grupos experimentais: células controle, células
infectadas e células transfectadas para silenciamento de L1 e posteriormente infectadas. Todos
0s grupos foram cultivados em triplicatas em meio DMEM com 2% de SFB durante os tempos
de coleta de 12h, 24h, 48h e 96h (pds-infec¢éo e controle).

As células transfectadas foram obtidas a partir de um estudo anterior do grupo (Shiroma,
2023), no qual a inibi¢do do L1 foi realizado utilizando o sistema CRISPR/dCas9. Esse sistema
é uma versdao modificada do CRISPR-Cas9 tradicional, na qual a enzima Cas9 perde a
capacidade de clivar seu alvo, mas mantém a habilidade de se ligar a sequéncias especificas do
genoma. Portanto, a sequéncia de interesse ndo é removida, mas sua capacidade de ser expressa
é inibida.

O sistema CRISPR/dCas9 SunTag utilizado neste estudo é composto por trés
plasmideos: um para expressar a enzima dCas9 fundida a peptideos GCN4, outro para expressar
anticorpos anti-GCN4 marcados com GFP, e um vetor de clonagem de RNA guia (JRNA). Os
plasmideos empregados foram pHRASV40-NLS-dCas9-24xGCN4_v4-NLS-P2A-BFP-
dWPRE (Addgene #60910), pHR-scFv-GCN4-sfGFP-GB1-dWPRE (Addgene #60907) e
gRNA_Cloning Vector (Addgene #41824), todos adquiridos da Addgene (Cambridge, MA,
EUA). A extragao e purificacdo dos plasmideos foram realizadas utilizando o kit PureLink™
HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen™, catdlogo K210004), conforme o protocolo
recomendado.

O vetor de clonagem de gRNA (Addgene #41824) foi linearizado com a enzima de
restricdo Aflll, e os oligonucleotideos foram inseridos no vetor em uma proporcao molar de
10:1 (oligo:vetor), utilizando o NEBuilder™ HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England
BioLabs), seguindo as orientagdes do fabricante. RNAs guias de fita dupla (SgRNASs) foram
projetados para direcionar as regibes ORF-2 das sequéncias LINE-1 (sgLINEl: 5’
CTTATTTTAACTTAAGAACCAAAAAAGAGCCCACATTAAGATATATAAAG 3°) e
uma sequéncia controle ndo relacionada ao genoma humano (sgGAL4: 5’

CTTATTTTAACTTAAGGAACGACTAGTTAGGCGTGTACTTAAGATATATAAAG 3°).
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As células foram transfectadas com os plasmideos utilizando Lipofectamine 3000
(Thermo Fisher Scientific). Um dia antes da transfecdo, 4 x 10* células foram semeadas em
laminulas de 12 mm em placas de 24 poc¢os para permitir a adesdo. Cada reacdo de transfecédo
continha 600 ng de DNA total, com a propor¢do molar de 5:1:1 (yJRNA_Cloning Vector
#41824: dCas9-GCN4 #60910: scFv-GCN4-GFP #60907). Os volumes dos reagentes foram
ajustados para 1 pg de DNA: 2 pL de P3000: 3 pL de Lipofectamine 3000.

Apos 48 horas de transfecdo, as células foram infectadas e mantidas por mais 48 horas
antes de serem fixadas com paraformaldeido a 4%. A coloracéo nuclear foi realizada com DAPI
a 300 mM, e as amostras foram montadas em laminas de microscopio utilizando o ProLong™
Glass Antifade Mountant (Invitrogen™). As imagens de fluorescéncia foram capturadas com
um microscépio Olympus BX51, utilizando um tempo de exposicdo de 200 ms.Apds cada
tempo, as amostras foram armazenadas em 1 mL de solu¢do TRIzol™ Reagent (Invitrogen™)
a -80°C, até a extracdo do RNA.

1.4. Extragdo de RNA e RT-PCR

A extracdo de RNA foi realizada com TRIzol™ Reagent (Invitrogen™), seguindo o
protocolo do fabricante. O RNA extraido foi quantificado usando o NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific) e armazenado a -80°C para uso posterior.

Para a sintese de cDNA, padronizou-se a quantidade de RNA com base na amostra de
menor concentracdo, que foi de 30 ng/uL. O protocolo e as condigdes da reacdo foram feitos
seguindo as orientacdes do kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems™),
A sintese de cDNA foi realizada em um termociclador T100 TM (Bio Rad), e as amostras foram

armazenadas a -20°C até a realizacdo de qPCR para avaliacdo da expressdo génica.

1.5. PCR quantitativa

Para avaliar a expressdo de genes de Homo sapiens inibidores de L1 (APOBEC-3,
MOV-10, SAMDH-1, TREX-1), relacionados a atividade de L1 (ORF2), vias de reparo (ATM,
MSH-2, OGG-1, XPA, XRCC-4), ativacdo de IFN (RIG1 e MDA-5), resposta imune (IFN-a,
IFN-B, IFN-y) e gene constitutivo (TBP), foi realizada qPCR no equipamento QuantStudio 3
(Thermo Scientific). A relacdo de genes e as temperaturas de anelamento estdo na Tabela 1. A
andlise de Blastn ndo indicou reconhecimento cruzado entre as sequéncias dos primers para o

hospedeiro e o parasito. Curvas padrdo foram determinadas para cada par de primers,
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apresentando eficiéncias entre 90 e 110%, conforme recomendagdes MIQE (TAYLOR et al.,
2019).

Para cada reacdo, usou-se 2ul (60ng) de cDNA, 0,4uM de cada iniciador ¢ 10uL de
GoTag® gPCR Master Mix 2X (Promega), em um volume final de 20uL, exceto para as reagdes
especificas para RIG-1, INF-a e IFN-vy, onde utilizou-se 0,8uM de primer.

O programa de reagéo para 0s genes inibidores de L1, de vias de reparo, de ativagédo de
IFN, de resposta imune e o constitutivo consistiu em:

50°C — 2 minutos

95°C — 10 minutos

95°C — 15 segundos

T°C de anelamento (Ver tabela 1) — 1 minuto 40 X
72°C — 10 segundos

95°C — 15 segundos

50°C — 15 segundos

95°C — 15 segundos

E para LINE-1, o programa foi:
50°C — 2 minutos
95°C — 10 minutos
95°C - 5 segundos
T°C de anelamento (Ver tabela 1) — 20 segundos 35 X
72°C — 30 segundos
95°C - 5 segundos
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Gene Sentido Sequéncia do Temperatura
Primer de Anelamento
APOBEC-3 Foward 5’GAGAAGGGACAAGCACATGGS’ 60°C
Reverse 5’TGGATCCATCAAGTGTCTGG3’
MOV-10 Foward 5’GGCAAGACTGTCACGTTAGTGG3’ 60°C
Reverse 5’GGAGCCTTTGACAGAGTAGGTC3’
SAMDH-1  Foward 5’CTCGCAACTCTTTACACCGTAGA3’ 60°C
Reverse 5S’TTTCCTCCAGCACCTGTAATCTC3’
TREX-1 Foward 5’CCACTCCTTTCCTTACCACATC3’ 60°C
Reverse 5’CCACTCCGCCAAACAGAT3’
LINE-1 Foward 5’ACACCTATTCCAAAATTGACCACS’ 63°C
Reverse 5S’TTCCCTCTACACACTGCTTTGA3’
ATM Foward 5’TGTTCCAGGACACGAAGGGAGAY’ 60°C
Reverse 5’CAGGGTTCTCAGCACTATGGGAZ’
MSH-2 Foward 5’CAGCAGTCAGAGCCCTTAACCT3 60°C
Reverse 5’GAGAGGCTGCTTAATCCACTGG3’
0GG-1 Foward 5’GGCTCAACTGTATCACCACTGG3’ 60°C
Reverse 5’GGCGATGTTGTTGTTGGAGGAACY’
XPA Foward 5’GAAGTCCGACAGGAAAACCGAG3’ 60°C
Reverse 5’GATGAACAATCGTCTCCCTTTTCC3®
XRCC-4 Foward 5’ATGGCTCCTCAGGAGAATCAGC3’ 60°C
Reverse 5’GAGGTCTTCTGGGCTGCTGTTT3’
RIG-1 Foward 5’GGTTTAGGGAGGAAGAGGTGC3’ 58°C
Reverse 5’AAGTGTGGCAGCCTCCATTG?’
MDA-5 Foward 5’GCTGAAGTAGGAGTCAAAGCCC3’ 60°C
Reverse 5’CCACTGTGGTAGCGATAAGCAGY’
IFN-a Foward 5’TGGGCTGTGATCTGCCTCAAACY’ 60°C
Reverse 5’CAGCCTTTTGGAACTGGTTGCC3’
IFN-p Foward 5’CTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGC3’ 60°C
Reverse 5’TCCTCCTTCTGGAACTGCTGCAZ’
IFN-y Foward 5’ACTGTCGCCAGCAGCTAAAA3’ 56°C
Reverse 5’TATTGCAGGCAGGACAACCA3’
TBP Foward 5’TGTATCCACAGTGAATCTTGGTTG3’ 60°C

Reverse

5’GGTTCGTGGCTCTCTTATCCTC3’

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na reacdo de qPCR para células HEK-293, juntamente com a temperatura de
anelamento utilizada no programa de reacéo.
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A reacdo de gPCR de cada amostra foi feita em triplicata. O célculo para normalizacdo
e quantificacdo relativa foi feito segundo o método 224t descrito por Livak e Schmittgen
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).0s resultados da expressao dos genes foram representados em

graficos no formato 244, considerando média e desvio padréo.
1.6. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS® (v9.4, Cary,
Carolina do Norte), considerando um nivel de significancia de 5%. A normalidade dos dados
foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A expresséo génica in vitro foi analisada por meio de
um teste ANOVA para verificar medidas repetidas no tempo, com o objetivo de avaliar os niveis
de expressdo ao longo do periodo em amostras coletadas de forma continua, além de investigar
possiveis interacdes entre os fatores grupo e tempo.

Para as amostras infectadas pos-transfeccao, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para
identificar diferencas na expressdo em comparacdo aos grupos controle e infectado com T.

cruzi, considerando o tempo de coleta fixo de 48h.

2. INVIVO

2.1. Grupos experimentais

Foram utilizados 13 camundongos fémeas da linhagem BALB/c, uniformes quanto ao
peso e idade (4 a 5 semanas), separados em dois grupos: controle (n=6) e infectado por T. cruzi
(n=7). Os animais foram mantidos em rack ventilado (Alesco, Viracopos, SP) no biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (FM/UnB), com ciclo claro/escuro de 12h
e temperatura ambiente de 22 * 1°C, além de acesso livre a alimento e dgua. O projeto seguiu
as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UnB (CEUA/UnB) sob os protocolos
23106.082680/2017-45 e 122/2019 (Anexos | e 11).

2.2. Infeccdo por Trypanosoma cruzi

Para a infeccdo dos camundongos, foram utilizadas formas tripomastigotas de T. cruzi
da cepa Colombiana, mantidas em cultura de células L6 em DMEM (pH 7.2) com 10% de SFB,
100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, sob 5% de CO2 a 37°C, apds duas
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passagens em camundongos C57BL/6. Os animais foram inoculados por via intraperitoneal
com 5x10° parasitas diluidos em DMEM, apds contagem em camara de Neubauer. A infeccio
ocorreu na quinta semana de vida.

Para confirmar o sucesso da infec¢do, a parasitemia no sangue periférico foi verificada
a partir do 8° dia p6s infec¢do (dpi), utilizando uma gota de sangue obtida pela sec¢do da cauda
do camundongo, colocada em uma ldmina com 10uL de anticoagulante (Citrato de Sodio;
Sigma-Aldrich) e coberta com laminula. A Iamina foi observada ao microscépio Optico com
objetiva de 40X, conforme metodologia de Brener (BRENER, 1962).

2.3. Coleta de material

Apo6s 90 dpi (ou tempo equivalente para os animais ndo infectados), os camundongos
foram anestesiados com cloridrato de cetamina a 10% e cloridrato de xilazina a 2%, de acordo
com o peso corporal (Nobre et al., 2022). Em seguida, foi realizada a colheita de sangue por
puncdo cardiaca para obtencdo do soro.

Os camundongos foram eutanasiados com  superdosagem  anestésica
(cetamina/xilazina), e um corte ventral foi feito para retirada do coracgéo, intestinos, figado e
baco. Parte dos ¢rgdos foi macerada em gelo com bisturis e colocada em tubos de
microcentrifuga com 1mL de solugdo RNAlater™ (Invitrogen™), armazenada a -80°C para
extracdo de RNA. Outra porcdo foi fixada em formol tamponado a 10% para posterior analise

histopatoldgica.

2.4. Extracdo de RNA e RT PCR

A extracdo de RNA foi realizada com TRIzol™ Reagent (Invitrogen™), seguindo o
protocolo do fabricante. O RNA extraido foi quantificado usando o NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific) e armazenado a -80°C para uso posterior.

Para a sintese de cDNA, padronizou-se a quantidade de RNA com base na amostra de
menor concentragdo, que foi de 50ng/uL. O protocolo e as condi¢des da reacdo foram feitos
seguindo as orientacGes do kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems™).
A sintese de cDNA foi realizada em um termociclador T100 TM (Bio Rad), e as amostras foram

armazenadas a -20°C até a realizacdo de qPCR para avaliacdo da expressdo génica.
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2.5. PCR quantitativa

Para avaliar a expressdo de genes de Mus musculus de resposta imune (IFN-a, IFN-,
IFN-y, TNF-a), relacionados a atividade de L1 (A_ORF2_2) e gene constitutivo (B-actina), foi
realizada qPCR no equipamento QuantStudio 3 (Thermo Scientific). A relacdo dos genes e as

temperaturas de anelamento estdo na Tabela 2. A anélise de Blastn ndo indicou reconhecimento

cruzado entre as sequéncias dos primers para o hospedeiro e o parasita. Curvas padrdo foram

determinadas para cada par de primers, apresentando eficiéncias entre 90 e 110%, conforme
recomendacgdes MIQE (TAYLOR et al., 2019).

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na rea¢do de qPCR para Mus musculus, juntamente com a temperatura de anelamento

utilizada no programa da reacao.

Gene Sentido Sequéncia do T. de
Primer Anelamento
IFN-a Foward 5’GGATGTGACCTTCCTCAGACTC3’ 60°C
Reverse 5’ACCTTCTCCTGCGGGAATCCAAY’
IFN-p Foward 5’GCCTTTGCCATCCAAGAGATGC3’ 58°C
Reverse 5’ACACTGTCTGCTGGTGGAGTTC3’
IFN-y Foward 5’GCCCAATATCTCGGATGCTTC3’ 60°C
Reverse 5’GCCAAAATAGCTTCGGTAATCCT?’
TNF-a Foward 5’TCTACCGGAACAAACAGTTCAGT? 60°C
Reverse 5’AGAGAGCACATTCGTATCAAAGG3’
Foward 5S’TTGGCGTGACTCTAACTAAGGAGY’ 58°C
A ORF2_2
Reverse 5’CCTAGGTTTTTTGTTATTCCAGACAZY’
p-actina Foward 5’CGTACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC3’ 60°C

Reverse

5’ATCTGGCACCACACCTTCCTACAATGAGCTGCG3’

Para cada reacdo, usou-se 2uL (100ng) de cDNA, 0,4 uM de cada iniciador e 10 pL de

GoTag® gPCR Master Mix 2X (Promega), em um volume final de 20uL, exceto para as reagdes

especficas para p-actina, onde utilizou-se 0.,8uM de primer.
O programa de reagdo para IFN-a, IFN-B, IFN-y, TNF-0, A ORF2 2 e f-actina

consistiu em:
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50°C — 2 minutos

95°C — 10 minutos

95°C — 15 segundos

T°C de anelamento (Ver tabela 2) — 30 segundos 40 X
72°C — 45 segundos

95°C — 5 segundos

50°C — 15 segundos

95°C — 5 segundos

A reacdo de gPCR de cada amostra foi feita em triplicata. O célculo para normalizacdo
e quantificacdo relativa foi feito segundo o método 224t descrito por Livak e Schmittgen
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os resultados da expressao dos genes foram representados

em graficos no formato 222, considerando média e desvio padréo.

2.6. Quantificacéo de Trypanosoma cruzi a partir de Tc40S

Também foi determinada a quantidade de parasitos nas amostras de Orgdos de
camundongos infectados a partir da quantificacdo do gene Tc40S de T. cruzi (Foward:
5’TGCGAAGACGAGGAGTACAA3’; Reverse: 5> GCCACACACGAGCACTTAAA3’), um
gene de copia multipla no genoma do parasita, cuja expressdo € constitutiva e codifica uma
proteina associada a subunidade 40S do ribossomo, essencial para sua sobrevivéncia,
crescimento e proliferacéo.

A quantificacdo absoluta utilizou como referéncia os valores calculados a partir da
diluicdo seriada (1: 10) quantidade de cDNA na curva padrdo (Eficiéncia = 91,93% e R? =
0,993).

2.7. Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatico Indireto (ELISA)
Para avaliar a producdo de anticorpos (Ac) anti-T. cruzi, bem como contra proteinas
cardiacas, intestinais, hepaticas e esplénicas durante a fase cronica da infeccdo (autoanticorpos),

foram utilizadas amostras de soro dos animais infectados e ndo-infectados, que foram

analisadas por meio da técnica de Ensaio de Imunoabsorc¢do Enzimética Indireto (ELISA).
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Para obter o antigeno de T. cruzi para sensibilizar placas na detec¢do de anticorpos anti-
T. cruzi, foram centrifugados 200uL das formas epimastigotas (concentracio de 10°
parasitos/mL) a 4.500 rpm por 10 minutos. As amostras foram lavadas trés vezes com PBS 1X
(pH 7.4) e, em seguida, ressuspendidas em 3mL de &gua Milli-Q. Para a preparacdo do antigeno
das placas anti-proteinas teciduais, as células de cada 6rgdo foram lisadas por ciclos de
congelamento a -20°C e descongelamento a temperatura ambiente, repetidos trés vezes,
seguidos de nova centrifugacdo a 14.000rpm por 10 minutos. Apés esse procedimento, a
concentracdo proteica do antigeno foi quantificada por espectrofotometria utilizando o
NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science, UK).

As placas foram sensibilizadas com 50uL de antigeno diluido em tampdo de carbonato
de sodio (Na.COsz - 50mM, pH 9.6) a 15ug/mL (para antigenos teciduais) ou a 8ug/mL (para
antigenos de T.cruzi), e incubadas em uma camera Umida a 4°C overnight. Para remover o
excesso de antigeno, as placas foram lavadas com PBS-Tween 1X (PBS com 0,05% de
Polissorbato 20). Em seguida, foram adicionados 100uL de PBS-Leite 1X (pH 7.4, com 5% de
leite desnatado) para bloquear a adesdo inespecifica das proteinas aos sitios de ligagdo. Apos
essa etapa, as placas foram incubadas novamente por 1 hora a 37°C e lavadas trés vezes com
PBS-Tween.

Para a incubacdo do anticorpo primario, os soros foram diluidos na proporcéo de 1:100
em PBS-Leite 1X (pH 7.4, com 2% de leite desnatado) e adicionados 50uL por pogo, em
triplicata. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C em camara Umida. Apos descartar o
excesso, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 1X. Em seguida, o anticorpo
secundario foi diluido a 1:1000 em PBS-Leite 1X e adicionado também em 50uL por pogo,
seguindo as mesmas condicdes de incubacéo do primeiro anticorpo. Para a revelacao da reacéo,
foi adicionada uma solu¢ao reveladora de 50ul por pogo, que foi incubada de 20-30 minutos
na auséncia de luz. A leitura foi realizada a 405nm no espectrofotdémetro (BioTek®-Synergy
HT). Utilizou-se o anticorpo secundario Anti-Mouse IgG (Sigma-Aldrich®), conjugado com a
enzima fosfatase alcalina, diluido a 1:2000 em PBS com 2% de leite desnatado. A solucéo
reveladora continha o cromdgeno p-nitrofenol fosfato (pnPP), diluido em tampdo de
dietanolamina (pH 9,8).

Para estabelecer o ponto de corte das amostras, utilizou-se a formula [XCN + (3 x DP)]
sendo XCN a média dos controles negativos e DP o desvio padrdo das leituras, a partir de um
total de 10 amostras controle. Considerou-se positivas as amostras com densidade éptica (DO)
10% acima do valor e negativa aquelas com DO 10% abaixo do ponto de corte. Esse calculo

foi realizado para cada antigeno (T. cruzi, coracdo, intestino, baco e figado).
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2.8. Analise histopatoldgica

Secgdes dos drgdos coletados (coracdo, intestinos, baco e figado) foram destinadas a
analise histopatologica. Os tecidos foram fixados em formaldeido tamponado a 10%, seguidos
de desidratacdo por meio de uma série de concentragcdes crescentes de etanol, diafanizacdo com
xileno e incorporagdo em parafina. Trés cortes seriados de Spum foram realizados com o
microtomo Leica RM2125 RTS (Leica Biosystems, Nubloch, Alemanha). As laminas
resultantes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e, em seguida, examinadas pelo
mesmo pesquisador utilizando o microscdpio dptico Olympus CX41 modelo 3D (TurboSquid,
New Orleans, EUA) com objetiva de 40X. O ScanScope (Aperio®) foi utilizado para o registro
das imagens.

A avaliacdo da resposta tecidual envolveu uma anélise detalhada, tanto qualitativa
guanto semi-quantitativa. Durante esse processo, foi atribuida uma pontuacéo a intensidade do
processo inflamatorio nos tecidos, levando em consideragdo o infiltrado mononuclear
perivascular multifocal cardiaco e o infiltrado mononuclear intersticial multifocal no coracgéo,
intestino, baco e figado. As pontuacGes variaram de 0 (auséncia), 1 (leve - correspondendo a 2
a 15% da seccdo total), 2 (moderado - correspondendo a 16 a 60% da seccéo total) e 3 (grave -
correspondendo a mais de 60% da seccao). Para andlise estatistica, foram utilizados os valores
numéricos atribuidos a cada um desses parametros em cada animal dos diferentes grupos

experimentais.

2.9. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS® (v9.4, Cary,
Carolina do Norte), considerando um nivel de significancia de 5%. A normalidade dos dados
coletados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Como os dados de expressao génica ndo
apresentaram distribuicdo normal, optou-se por métodos estatisticos ndo paramétricos. O teste
de Kruskal-Wallis foi aplicado para identificar diferencas na expressdo de camundongos
infectados com T. cruzi e os animais controle nos 6rgdos avaliados. Além disso, o teste de
Wilcoxon foi utilizado para comparag6es intragrupo entre diferentes 6rgdos. Ambos os testes
permitiram a identificacdo de possiveis diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.

Para a andlise da producdo de resposta imunitaria humoral, o teste de Shapiro-Wilk

indicou que os dados apresentaram distribuicdo normal. Assim, os resultados foram avaliados
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por meio do teste T de Student, a fim de comparar a producdo de anticorpos anti-T. cruzi e
autoanticorpos contra baco, figado, coracéo e intestino nos grupos controle e infectado.

Por fim, para agrupar e comparar os resultados, foi realizada uma anélise de correlacéo
de Pearson e uma andlise de componentes principais (PCA). A analise de correlacdo foi
utilizada para investigar nos animais infectados a relagdo entre as variaveis de carga parasitaria,
expressdo génica e producdo de autoanticorpos. A forca e a direcdo da relacdo entre essas
variaveis foram avaliadas por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson, que varia entre -1
e 1. J& a PCA foi aplicada para reduzir a dimensionalidade dos dados e identificar padrbes

subjacentes.
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V. RESULTADOS

1. A infeccéo por Trypanosoma cruzi promove o aumento da expressdo de LINE-1

Inicialmente, avaliamos a expressdo de L1 em células HEK-293 nos grupos infectado e
ndo infectado por T. cruzi em tempos distintos de coleta por meio de qPCR. Foi observado um
aumento significativo na expressdo de L1 com interacdo entre tempo e grupo infectado nos
tempos de 48h e 96h, nos quais foram registradas diferencas estatisticas em comparacdo ao
controle no mesmo intervalo de tempo (p<0.0001; Figura 7), com um aumento de 37,57 e
136,75, respectivamente. Vale destacar que, embora a expressdo de L1 tenha diminuido no
grupo infectado por 24h em comparacgédo ao de 12h, ambos valores permaneceram equivalentes
aos dos controles. Esse resultado sugere que 0 aumento da expressao de L1 ao longo do tempo
€ uma consequéncia da infeccdo por T. cruzi, j& que comportamento semelhante nao foi

observado no grupo controle.
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Figura 7. Expressdo génica do retroelemento L1 in vitro ao longo do tempo. Valores calculados por meio da formula de 2
AACthara avaliagdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra vermelha) e controle
negativo (barra azul). Os resultados foram representados em média + desvio padrdo nos tempos de coleta em 12h, 24h, 48h e
96h. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes (p<0,0001).

2. Avaliacao in vitro dos genes associados a atividade de LINE-1

Em seguida, avaliamos a expressao dos genes associados a atividade de L1 ao longo do
tempo, nos diferentes grupos e nos mesmos intervalos de coleta citados anteriormente. Os genes
foram agrupados conforme sua influéncia na expressdo e acdo de L1, incluindo: genes
associados a inibicdo de L1 (APOBEC-3, MOV-10, SAMHD-1 e TREX-1), genes envolvidos
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em vias de reparo e moduladores de L1 (ATM, MSH-2, OGG-1, XPA e XRCC-4), genes
relacionados a expressdo de IFN (RIG-1 e MDA-5), e genes da resposta imune (IFN-a, IFN-
e IFN-y).

Primeiramente, avaliamos o comportamento dos genes relacionados a inibicéo de L1.
Foi observado um aumento significativo na expressdao de MOV-10, com elevacGes de 3,39 e
7,05 vezes nos tempos de 48h e 96h, respectivamente, em comparagdo ao grupo controle
(p<0,0001; Figura 8A). Um aumento com relevancia estatistica também foi identificado na
expressao de APOBEC-3, porém restrito ao ponto de coleta de 96h (p<0.0001; 3,84 vezes
maior). Nos tempos anteriores, é possivel observar que ha uma subexpressao desse gene nos
tempos de 12h e 24h e uma normalizag¢do no tempo de 48h (Figura 8B).

Em contrapartida, SAMHD-1, apesar de seu papel relevante no controle da propagagéo
de L1, ndo apresentou aumento significativo longo do tempo (Figura 8C), assim como foi
observado para TREX-1 (Figura 8D).
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Figura 8. Expressdo de genes inibidores da atividade de L1 in vitro ao longo do tempo. Valores calculados por meio da
féormula de 2-AACt para avaliagdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra vermelha)
e controle negativo (barra azul). Os resultados foram representados em média + desvio padrdo nos tempos de coleta em 12h,
24h, 48h e 96h. Os genes avaliados foram: (A) MOV-10, p<0,0001; (B) APOBEC-3, p<0,0001; (C) SAMHD-1, p<0,0001; (D)
TREX-1. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes. N.s — ndo significativo.
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Com relacdo aos genes associados as vias de reparo de DNA, observou-se que para 0
gene XRCC-4 o grupo infectado teve aumento relativo da expressdo de 1,67 e 1,74 vezes nos
tempos de coleta de 48h e 96h (p=0,0195) (Figura 9A). Também foi identificado um aumento
estatisticamente significativo nos genes ATM (12h e 96h), MSH-2 (48h e 96h) e XPA (12h e
24h) em comparacdo ao controle (Figura 9B, C e D, respectivamente). Para ATM, 0 grupo
infectado teve aumento relativo de 2,03 vezes no tempo de 12h e de 2,68 vezes no tempo de
96h (p=0,0091). Para MSH-2, o0 aumento relativo foi de 1,61 vezes no tempo de 48h e de 1,82
vezes no tempo de 96h (p<0,0001). Para XPA o aumento foi de 5,28 e de 3,2 nos tempos de
12h e 24h, respectivamente (p<0,0001). Ademais, os niveis de expressdo do gene OGG-1 ndo

mostraram variag&o significativa ao longo do tempo (Figura 9E).
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Figura 9. Expressao de genes associados a ativacéo de vias de reparo de DNA e capazes de modular a atividade de L1
in vitro ao longo do tempo. Valores calculados por meio da férmula de 2-AACt para avaliagdo da expressdo génica analisados
nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra vermelha) e controle negativo (barra azul). Os resultados foram
representados em média + desvio padrdo nos tempos de coleta em 12h, 24h, 48h e 96h. Os genes avaliados foram: (A) XRCC-
4 (componente da via de reparo de NHEJ), p=0,0195; (B) ATM (componente de via de reparo de HR), p=0,0091; (C) MSH-2
(componente da via de reparo de MMR), p<0,0001; (D) XPA (componente da via de reparo de NER), p<0,0001; (E) OGG-1
(componente da via de reparo de BER), n.s. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes. N. s — ndo
significativo.

Em relacdo aos genes ativadores de interferons e associados a resposta imune, foi
observada uma maior expressdao de MDA-5, um ativador de interferons do tipo I, nos tempos
de 24h, 48h e 96h em células infectadas com T. cruzi quando comparadas aos grupos controle
nos mesmos periodos (p<0,0001; Figura 10A). Os aumentos relativos na expressdo foram de

2,54; 18,98 e 2,49 vezes nos tempos de 24h, 48h e 96h, respectivamente. Com relac¢éo a RIG-
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1, observou-se aumento de sua expressdo em 1,91 vezes apenas no tempo de 96h (p<0,0001;
Figura 10B).
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Figura 10. Expressdo de genes associados a expressdo de interferons in vitro ao longo do tempo. Valores calculados por
meio da férmula de 2-AACt para avaliagdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra
vermelha) e controle negativo (barra azul). Os resultados foram representados em média * desvio padrédo para os genes (A)
MDA-5, p<0,0001; e (B) RIG-1, p<0,0001. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes.

No que concerne a expressao de interferons, observou-se que a infeccdo por T. cruzi
resultou em um aumento significativo de IFN-a IFN-B ¢ IFN-y ao longo do tempo, quando
comparados ao grupo controle. A expressdo de IFN-o também exibiu uma elevagao nos tempos
finais nas células infectadas em comparacdo ao controle, com aumentos relativos de 2,3 vezes
em 48h e 2,06 vezes em 96h. (p=0,0009; Figura 11A). Para IFN-B, as células infectadas
mostraram maior expressdo no tempo de 12h (aumento de 4,28 vezes), seguida por uma
equivaléncia com o controle no tempo de 24h, e, posteriormente, nova elevacao nos tempos
finais, com aumentos relativos de 11,33 vezes em 48h e 4,66 vezes em 96h em comparacgéo ao
controle (Figura 11B; p<0,0001). Ja para IFN-y, o tempo de 48h foi o que mais se destacou,
com expressao 8,09 vezes superior ao controle, enquanto em 96h, o grupo infectado manteve
um aumento de 6,03 vezes em comparacdo ao controle. Porém, vale destacar que nos tempos
iniciais de 12h e 24h ha uma subexpressdo desse gene no grupo infectado em comparacédo ao
controle (Figura 11C; p<0,0001).
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Figura 11. Expressdo génica de interferons in vitro ao longo do tempo. Valores calculados por meio da formula de 2-AACt
paraavaliacdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra vermelha) e controle negativo
(barra azul). Os resultados foram representados em média + desvio padrdo para os genes de (A) IFN-a, p=0,0009; (B) IFN-B,
p<0,0001; e (C) IFN-y, p<0,0001. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes.

3. Inibicéo da expressdo de L1 e seu impacto em genes associados a sua regulagédo e na
resposta imune mediada por interferon durante a infecgéo por T. cruzi

Para confirmar se a ativacdo de L1 por T. cruzi é determinante para manutencdo da
resposta imune mediada por INF, utilizamos células transfectadas nas quais a inibigéo do L1
foi realizada utilizando o sistema CRISPR/dCas9. Inicialmente, conforme mostrado na Figura
12A, as celulas transfectadas expressando um RNA guia direcionado a regido ORF2 do LINE-
1 (gLINE-1) apresentaram focos nucleares brilhantes distintos, enquanto as amostras de
controle negativo transfectadas com gGAL4 exibiram apenas fluorescéncia nuclear difusa de
GFP, indicando a especificidade da abordagem de direcionamento. Em seguida, avaliou-se a
expressdo génica de L1 em células HEK-293 no tempo de 48h, considerando o0s seguintes
grupos: controle, apenas infectado e transfectado e infectado (Figura 12B). A analise revelou
uma diminuicdo de 5,46 vezes na expressao de L1 nas células transfectadas comparadas ao
grupo infectado (p=0,0273), confirmando o sucesso da inibicdo desse gene nas amostras

avaliadas.
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Figura 12. Avaliacdo da expressdo génica de LINE-1 in vitro ap6s transfecgdo com o sistema CRISPR/dCas-9. Células
HEK-293 transfectadas com o sistema CRISPR/dCas9 para inibigéo de L1, utilizando plasmideos do sistema SunTag contendo
gRNA direcionada a sequéncia de ORF2 de L1, foram infectadas 24 horas apds a transfeccéo, e amostras foram coletadas 48
horas apds a infecgdo. (A) Células HEK-293 transfectadas com RNAs guias direcionados ao LINE-1 (gLINE1) ou a uma
sequéncia ndo relacionada ao genoma humano (gGAL4) foram analisadas 48 horas ap6s a infecgcdo. As imagens foram
capturadas com aumento de 100x e tempo de exposicdo de 200 ms. Barra de escala: 10 um. (B) Expressdo relativa de L1.
Valores calculados por meio da férmula de 2-AACt para avaliagdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos:
controle negativo (barra azul), infectado com T. cruzi (barra vermelha), transfectado com CRISPR/dCas-9 para silenciamento
de L1 e posteriormente infectado com T. cruzi (barra roxa) e transfectado com CRISPR/dCas-9 para silenciamento de L1 (barra
verde). Os resultados foram representados em média + desvio padrdo no tempo fixo de coleta de 48h, p=0,0273. Diferenca
estatistica, *p<0,05.

N

(MOV-10), a ativagdo da resposta imune (MDA-5) e a expressdo de IFNs (a, B e y) apos a
inibicdo de L1. Foi observada uma tendéncia a reducao da expressdo de MOV-10 (p=0,09) no
grupo transfectado quando comparado ao grupo infectado por T. cruzi (Figura 13A). Em
contraste, MDA-5 apresentou uma reducao de expressao de 10,15 vezes no grupo transfectado
em relacdo ao grupo infectado (p=0,039), alcangando niveis comparaveis aos do grupo controle
(Figura 13B). Com relacdo aos IFNs do tipo 1, o IFN-a mostrou uma tendéncia a redugao de
expressdo no grupo IPT em relacdo ao grupo infectado (p=0,06), enquanto o IFN-f apresentou
uma reducdo significativa na expressao no grupo IPT comparado ao infectado (p=0,05; Figuras
13C e 13D, respectivamente). Ja com relacdo ao IFN-y, foi observada uma diferenca
significativa em sua expressdo entre os grupos transfectado e infectado, sendo 5,4 vezes mais

expresso no infectado (p=0,05; Figura 13E).
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Figura 13. Expressdo de genes associados a atividade de LINE-1 in vitro em 48h. Valores calculados por meio da férmula
de 2-AACt para avaliagdo da expressdo génica analisados nos seguintes grupos: infectado com T. cruzi (barra vermelha),
transfectado com CRISPR/Cas-9 para silenciamento de L1 (barra roxa) e controle negativo (barra azul). Os resultados foram
representados em média + desvio padrdo no tempo fixo de coleta de 48h para os genes (A) MDA-5, p=0,039; (B) MOV-10,

p=0,09; (C) IFN-0, p=0,06; (D) IFN-B, p=0,05; (E) IFN-y, p=0,05. Diferenga estatistica, *p<0,05.

4. Avaliacdo in vivo da expressao tecidual de L1 e sua repercussao na ativacao de genes
associados a resposta imune

Dando sequéncia ao estudo, avaliamos a expressdo de L1 em diferentes drgaos de

camundongos Balb/C, infectados ou ndo com T. cruzi, na fase cronica da infeccéo.

Primeiramente, foi realizada uma avaliacdo da carga parasitaria nos tecidos dos animais

infectados (Figura 14). A andlise estatistica detectou variabilidade na carga de T. cruzi apenas

entre coracao e intestino (p=0,05). Vale ressaltar que nao foi detectado DNA de T. cruzi nos

tecidos dos animais ndo infectados.
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Figura 14. Quantifica¢do absoluta de Trypanosoma cruzi em diferentes tecidos de camundongos Balb/C. Valores obtidos
por meio de gPCR para o alvo Tc40s do T. cruzi. Os resultados foram representados em média + desvio padrdo nos tecidos
infectados (bago, figado, coragdo e intestino). Diferenca estatistica, * p<0,05.

Em seguida, a expressédo de L1 foi avaliada nos tecidos de camundongos controles e
infectados (Figura 15). Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) tanto entre 0s
grupos de animais (infectados e controle) quanto entre os 6rgdos analisados nos animais
infectados (bago, figado, coracdo e intestino). Foi observada maior expressdo nos animais
infectados em relacdo ao controle em todos os orgaos analisados, com aumentos de 79,22
vezes no baco (p=0,0122), 3,28 vezes no figado (p=0,0336), 682,34 vezes no coragdo
(p=0,0377) e 269,44 vezes no intestino (p=0,0377). Esses resultados indicam que a infecgédo
por T. cruzi aumenta a expressdo de L1 in vivo, corroborando os dados obtidos nos
experimentos in vitro.

Ademais, essa figura ilustra as diferencas de expressdo de L1 entre os 6rgaos dos
animais infectados. Os 6rgdos com maior expressao foram o coracao e o intestino, que foram
estatisticamente equivalentes entre si. No coracgdo, a expressdo foi 7,08 vezes maior que no
baco (p=0,0167) e 108,03 vezes maior que no figado (p=0,0242). No intestino, a expressdo
foi 2,39 vezes maior que no bago (p=0,0377) e 36,43 vezes maior que no figado (p=0,0499).
Observou-se também que o figado apresentou a menor expressdo de L1 entre 0s 6rgdos
analisados, com o bago exibindo uma expresséo 15,27 vezes maior em comparacao ao figado
(p=0,0242).
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Figura 15. Expressdo génica de L1 em diferentes tecidos de camundongos Balb/C, infectados ou ndo com Trypanosoma
cruzi. Valores calculados por meio da formula de 2-24¢ para avaliagdo da expresséo génica. Os resultados foram representados
em média * desvio padrdo, tanto para o grupo infectado com T. cruzi (barra vermelha) quanto para o controle negativo (barra
azul) para os tecidos do baco (p=0,0122), figado (p=0,0336), intestino (p=0,0377) e coracdo (p=0,0377). Letras diferentes
representam amostras estatisticamente diferentes.

Na sequéncia, foi analisada a expressdo in vivo de genes relacionados a producéo de
diferentes tipos de interferons, bem como de TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria que também
atua como um regulador de L1. Observou-se que diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) ocorreram apenas no intestino e no coragdo, quando comparados 0os camundongos
infectados com T. cruzi aos animais controle, ao passo que baco e figado apresentaram
expressdo semelhante ao grupo controle. Porém, quando comparados dentro do grupo infectado,
essa diferenca foi observada em todos os érgéos (Figura 16).

A andlise feita apontou diferencas entre grupo infectado e controle apenas no coragéo e
intestino. Para IFN-o (Figura 16A), a expressao foi 2,51 vezes maior no grupo infectado em
comparacdo ao controle no intestino (p=0,0242) e 6,67 vezes maior no coracdo (p=0,0183). No
caso de IFN-B, a expressdo foi 3,95 vezes maior no intestino (p=0,0377) e 18,97 vezes maior
no coragdo (p=0,0242) no grupo infectado (Figura 16B). Para IFN-y, o aumento foi de 4,86
vezes no intestino (p=0,0122) e 27,41 vezes no corac¢do (p=0,0167) no grupo infectado (Figura
16C). Ja para TNF-a, observou-se um aumento de 2,27 vezes no intestino (p=0,0242) e 3,98
vezes no coragao (p=0,0499) no grupo infectado comparado ao controle (Figura 16D).

Em seguida, avaliamos as diferencas entre a expressao nos érgaos infectados. Para IFN-
a, No grupo infectado a expressao no coragdo foi 10,8 vezes maior que no bago (p=0,0122),

16,6 vezes maior que no figado (p=0,0122) e 3,49 vezes maior que no intestino (p=0,0183). No
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intestino, a expressao foi 3,1 vezes maior que no baco (p=0,0242) e 4,76 vezes maior que no
figado (p=0,0242; Figura 16A).

Para IFN-B, a expressdo no coragdo foi 31,75 vezes maior que no baco (p=0,0242),
32,93 vezes maior que no figado (p=0,0242) e 4,63 vezes maior que no intestino (p=0,0377).
No intestino, a expressao foi 6,86 vezes maior que no bago (p=0,0499) e 7,11 vezes maior que
no figado (p=0,0499) (Figura 16B).

Em relagdo ao IFN-y, a expressdo no coragdo foi 14,2 vezes maior que no bago
(p=0,0242), 19,17 vezes maior que no figado (p=0,0202) e 5,33 vezes maior que no intestino
(p=0,0167). No intestino, a expressao foi 2,63 vezes maior que no bago (p=0,0122) e 3,6 vezes
maior que no figado (p=0,0377) (Figura 16C).

Para TNF-a, a expressdao no coracao foi 8,94 vezes maior que no bago (p=0,0377), 8,88
vezes maior que no figado (p=0,0499) e 1,78 vezes maior que no intestino (p=0,0499). No
intestino, a expressdo foi 5,02 vezes maior que no bago (p=0,0242) e 4,99 vezes maior que no
figado (p=0,0336) (Figura 16D).
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Figura 16. Expressdo de genes associados & resposta imune em diferentes tecidos de camundongos Balb/C, infectados
ou néo por Trypanosoma cruzi. Valores calculados por meio da formula de 224 para avaliagdo da expressdo génica. Os
resultados foram representados em média + desvio padrdo, tanto para o grupo infectado com T. cruzi (barra vermelha) quanto
para o controle negativo (barra azul) para os genes de (A) IFN-o; (B) IFN-B; (C) IFN-y e (D) TNF-o. Letras diferentes
representam amostras estatisticamente diferentes.
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5. Andlise da producdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi e autoanticorpos contra

orgaos alvo

Foram realizados ensaios de ELISA para mensurar a resposta imune adaptativa,
detectando anticorpos especificos contra T. cruzi e contra autoantigenos intestinais, cardiacos,
esplénicos, hepaticos. Esses ensaios tiveram como objetivo complementar os resultados da
ativacdo da resposta imune obtidos por meio das analises de expressdo génica realizadas pelas
gPCRs. Todos os animais do grupo infectado apresentaram producéo de 1gG anti-T. cruzi,
enquanto no grupo dos animais do controle, um animal apresentou taxa de anticorpos na faixa
de producéo indeterminada e os demais ndo apresentaram anticorpos contra o parasito.

Quanto a producédo de autoanticorpos, nenhum animal apresentou resultados positivos
para anticorpos esplénicos. Similarmente, para os autoanticorpos hepaticos no grupo infectado,
nenhum animal foi positivo, sendo que cinco animais ndo tiveram producéo detectada e dois
apresentaram resultado indeterminado. Em relacdo aos autoanticorpos intestinais, todos os sete
animais do grupo infectado apresentaram producéo de 1gG, enquanto os animais controles ndo
apresentaram essa producdo. Para 0s autoanticorpos cardiacos, foi observada a producao de 1gG
anti-coracdo em 71% dos animais infectados (5/7), enquanto dois animais do grupo infectado,

assim como todos o0s animais do grupo controle, ndo apresentaram producéao (Figura 17).
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Figura 17. Perfil das taxas de anticorpos produzidos contra antigenos de Trypanosoma cruzi, bago, figado, coracéo e
intestino. O soro de camundongos Balb/C infectados ou ndo com T. cruzi foi analisado por ELISA para determinar as taxas de
anticorpos IgG contra antigenos especificos do T. cruzi e proteinas desses érgdos. Cada simbolo representa um animal. Os
quadrados vermelhos indicam a produgdo de anticorpos (animais positivos), os circulos verdes indicam a ndo producéo de
anticorpos (animais negativos) e os losangos amarelos indicam a ndo deteccdo da producdo de anticorpos (animais
indeterminados). Diferenca estatistica, ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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6. Andlise histopatoldgica do processo inflamatdrio nos 6rgéos alvo

A presenca de infiltrado inflamat6rio foi avaliada no bacgo, figado, coragdo e intestino
de animais controle e infectados, com o objetivo de comparar o grau de inflamag&o, um
componente importante de respostas autoimunes (Figura 18).

Nenhum animal apresentou infiltrado inflamatério no bago. No figado, um animal
infectado apresentou infiltrado inflamatério moderado, enquanto um animal do grupo controle
apresentou um processo inflamatério leve. Nos demais animais, o processo inflamatério nao foi
detectado neste 6rgdo.

No coracdo, trés animais do grupo controle apresentaram um grau leve de inflamagéo.
Em contraste, no grupo infectado, um animal apresentou inflamacéo leve/moderada, enquanto
outros dois exibiram inflamacdo moderada. No intestino, o processo inflamatoério foi restrito
aos animais infectados, sendo classificado como leve em quatro deles. A Figura 19 apresenta

imagens representativas dos achados histopatologicos de inflamacéo no intestino e no coracao.
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Figura 18. Avaliacdo histopatoldgica em porcentagem de animais para deteccdo de infiltrado inflamatdrio. Avaliagdo
feita no figado, baco, coragdo e intestino apos 90 dias de infecgdo por T. cruzi e em periodo equivalente para os animais ndo
infectados. O grau de inflamag&o foi avaliado em quatro graus, sendo eles ausente (azul — 0); leve (amarelo — 1); moderado
(laranja — 2) e severo (vermelho — 3).
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Figura 19. Cortes histologicos do tecido intestinal e cardiaco com imagens representativas dos diferentes grupos
experimentais. No painel superior observam-se imagens do tecido intestinal (A) e cardiaco (B) de animais controle, ambos
com aspecto tecidual normal, sem alterag@es. Ja no painel inferior, observam-se imagens do tecido intestinal (C) e cardiaco (D)
de animais infectados, mostrando o infiltrado inflamatério presente nesses tecidos, identificado pelas setas em vermelho. HE.
Barra: 100um.

7. Analise de correlagdo e componentes principais

A interacdo entre os parametros quantitativos avaliados e 0 aumento da expressédo de L1
em resposta a infeccdo por T. cruzi foi investigada por meio de analise de correlacdo (Figura
20). As correlagBes positivas indicam que, a medida que uma variavel aumenta, a outra
também aumenta proporcionalmente, de acordo com o coeficiente de correlagdo de Pearson
(r). Por outro lado, nas correlacbes negativas, 0 aumento de uma variavel esta associado a
diminuicdo proporcional da outra.

Os resultados revelaram que a carga parasitaria ndo apresentou correlacdo significativa
com a expressdao de TNF-a, IFN-a, IFN-B, LINE-1 ou com a producdo de autoanticorpos nos
6rgaos analisados.

Por outro lado, foram identificadas correlacdes positivas fortes entre diversos fatores: a
expressdo de TNF-a e IFN-a (r=0,8); IFN- com TNF-a (r=0,93) e IFN-a (r=0,78); e IFN-y
com TNF-a (r=0,84), IFN-a (r=0,84) e IFN-B (r=0,83). Além disso, a expressdo de L1 mostrou
fortes correlagdes positivas com os IFNs a, B e y (r=0,97; 0,90; 0,93, respectivamente), bem

como com a producao de autoanticorpos e a expressao de TNF-a (r=0,77), IFN-B (r=0,77) e
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L1 (r=0,78). Correlacdes positivas moderadas tambem foram observadas entre a expresséo de
L1 e TNF-a (r=0,69), além da producdo de autoanticorpos e a expressdo de IFN-a (r=0,56) e
IFN-y (r=0,67). Foi observada apenas uma correlagdo negativa, sendo ela moderada entre a
carga parasitéria e a expressao de IFN-y (r=-0,65).
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Figura 20. Correlagdes entre carga parasitaria, expressao génica de TNF-a, IFN-a, IFN-p. IFN-y e LINE-1 e producao
de autoanticorpos nos 6rgéos avaliados. Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) variando de -1 a 1, com correlagdes
positivas representadas em vermelho e negativas, em azul. A intensidade da cor indica a for¢a da correlacdo. Diferenca
estatistica, **p< 0,01, ***p<0,001, ns — ndo significativo.

Autoanticorpos

Para contribuir com esses resultados, também foi feita uma analise de componentes
principais (PCA) (Figura 21). Os eixos de autovetores 1 e 2 explicam 94,9% da variacdo dos
dados, com uma proporcdo significativa da variagdo total dos dados sendo explicada pelo
autovetor 1 (88,4%). Pode-se notar que a carga parasitaria estd posicionada no quadrante
superior esquerdo, com uma clara separagdo das demais varidveis. A producdo de
autoanticorpos, a expressdo de IFN-y, IFN-B, IFN-a, TNF-a e LINE-1 estdo agrupados em uma

regido mais baixa e a direita, indicando que eles estdo mais relacionados entre si.
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Assim, em uma analise geral, a carga parasitaria parece ser uma variavel que se
comporta de forma diferente em relagdo as citocinas e autoanticorpos, o que pode ser
interpretado como um efeito distinto da infeccdo em comparagdo com respostas imunes, as

quais estariam sendo determinadas pela expressao de L1.
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Figura 21. Andlise de componentes principais mostrando a associagédo entre a ativa¢do do L1, a indugdo da resposta
imune, a produgdo de autoanticorpos e a carga parasitaria em camundongos infectados com Trypanosoma cruzi. Os
valores entre parénteses indicam a variancia explicada por cada componente principal (autovetor).
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VI. DISCUSSAO

Embora anos de pesquisa tenham sido dedicados a DC, ainda persistem brechas no
entendimento completo de sua patogénese. Um dos principais mistérios dessa enfermidade esta
no fato de suas manifestacOes clinicas mais severas ocorrerem na fase cronica, frequentemente
décadas ap6s a infec¢do inicial, mesmo quando a concentragdo de parasitos circulantes no
organismo € baixa (GUARNER, 2019; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).Com o objetivo de
contribuir para o esclarecimento desse fendmeno, o presente estudo investigou o impacto da
ativagdo de retroelementos L1 durante a infecgéo por T. cruzi.

Primeiramente, investigamos a influéncia do parasito na expressdo de L1 em condicdes
in vitro. Nos tempos de analise de 12h e 24h, observou-se que o grupo infectado apresentou
expressdo génica de L1 equivalente aos controles, seguida por um aumento significativo na
expressao relativa desse retroelemento em 48 horas e 96 horas. Sabe-se que a infecgéo por T.
cruzi pode estimular a atividade de L1 ao produzir estresse oxidativo e danos ao DNA (Rose et
al., 2021), fatores reconhecidos como moduladores desse retroelemento (KLOYPAN et al.,
2015; MORRISH et al., 2002).Assim, isso explicaria a maior atividade desse retroelemento as
48h e 96h, 0 que corrobora com os resultados de Moraes (2022) e Shiroma (2023), que também
detectaram o aumento da expressdo L1 a partir de 48h pos-infec¢do, mesmo quando utilizaram
cepas distintas a de nosso estudo.

Em seguida, avaliamos a expressao de genes associados a atividade de L1 in vitro. Entre
0s genes com funcéo inibitdria, avaliamos a expressdo génica de MOV-10, uma helicase capaz
de reconhecer o0 RNA de L1 e prevenir a sua retrotransposicdo, ajudando a controlar a
instabilidade gendmica (ARORA et al., 2022; GOODIER; CHEUNG; KAZAZIAN, 2012; LI
et al., 2013). Assim, a ativacdo desse gene a partir de 48h pds-infeccdo corrobora nossos
resultados anteriores, demonstrando o aumento da expressao de MOV-10 nos tempos em que
ocorre uma maior expressdo de L1, o que pode ser explicado pela expressdo dependente da
interacdo entre MOV-10 e 0 RNA de L1 (GUAN et al., 2023; LIU et al., 2023). Além disso, a
relevancia desse gene na inibicdo de L1 durante a infeccdo por T. cruzi € reforcada pela
observacdo de que, ao suprimirmos a expressdo de L1 com o sistema CRISPR/dCas9, a
expressao relativa de MOV-10 tende a diminuir (p=0,09), um efeito que provavelmente seria
mais evidente com um nimero amostral maior.

Outro gene inibidor de L1 que teve sua expressdo relativa aumentada a 96h foi
APOBEC-3. A proteina APOBEC-3 promove a desaminacdo do cDNA retrotransposonal

nascente, levando a mutagdes; interage com a proteina L1-ORF1p, dificultando a transcricéo
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reversa pela L1-ORF2p; além de ja ter sido associada ao sequestro das proteinas de L1 em
corpos citoplasméaticos (WARKOCKI, 2023). Desta forma, APOBEC-3 soma-se a MOV-10 na
tentativa de conter as consequéncias deletérias associados a transposicdo descontrolada desse
retroelemento.

Ainda foram avaliadas as expressdes dos genes inibidores de L1, SAMHD-1 e TREX-
1. A proteina SAMHD-1 é capaz de se ligar a L1-ORF2p, promover o sequestro de L1 em
granulos de estresse, além de desempenhar um papel crucial na regulacéo da disponibilidade de
desoxirribonucleotideos trifosfatos (ANTPs) no citoplasma, reduzindo a disponibilidade desses
nucleotideos para a transcricdo reversa de L1 (WARKOCKI, 2023).Ainda que tenha essa
importante participacdo na inibicdo de L1, esse gene ndo apresentou variacdo significativa ao
longo do tempo. Isso poderia associar-se tanto a ndo expressdo da ORF2 em variantes de L1
com poliadenilagdo prematura (BELANCIO; HEDGES; DEININGER, 2006), quanto a
necessidade de reparo de DNA da célula hospedeira mediante a infeccdo pelo parasito
(GONZALES-CORDOVA et al., 2024) tornando imprescindivel a oferta de dNTPs para sintese
da nova dupla-fita. Desta forma, neste contexto de infeccdo, a regulacdo orquestrada dessa via
seria essencial para manter a integridade do genoma, permitindo que as células sigam com o
ciclo celular e sobrevivam.

Ja TREX-1 é uma proteina capaz de remover o0 cDNA de L1 e reduzir os niveis da
proteina ORF1p (LI et al., 2017; STETSON et al., 2008). Em nosso estudo, ndo observamos
variacao significativa de sua expressdo génica ao longo do tempo, indicando uma influéncia
limitada na atividade de L1 durante a infeccdo por T. cruzi. De interesse, ja foi demonstrado
que alguns virus, como o HIV, impedem a ativacdo de TREX-1 como parte de seus mecanismos
de escape imunologico, para evitar a degradacdo de seu proprio material genético (GUHA;
AYYAVOO, 2013). Considerando que o T. cruzi exporta seu DNA mitocondrial para a célula
hospedeira (SIMOES-BARBOSA et al., 2006; Moraes, 2022; Shiroma, 2023), tal estratégia
também poderia ser adotada por ele. Entretanto, novas investigacGes que avaliem o papel de
TREX-1 em células infectadas pelo parasito sdo necessarias para avaliar tal hipdtese.

Analisando os resultados de maneira conjunta, ressaltamos que tanto MOV-10 quanto
APOBEC-3 atuam mais a nivel pés-transcricional (FU et al., 2019; LIBRE et al., 2022) e, assim,
é possivel gue esteja havendo uma inibicao da sintese das proteinas de L1, o que nao foi avaliado
em nosso estudo. Entretanto, sabe-se a inibicdo da retrotransposicdo de L1 se da de maneira
mais efetiva em situacdes em que diferentes componentes estdo atuando de maneira simultanea
(ARDELJAN et al., 2017).
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Dando continuidade aos experimentos, investigamos 0 comportamento da expressao de
genes envolvidos em vias de reparo de DNA, que desempenham um papel ambiguo na
modulacdo da atividade de L1, podendo tanto facilitar a insercdo do retroelemento quanto
restringir sua mobilidade para preservar a integridade do genoma (GASIOR et al., 2006; MITA
et al., 2020; SERVANT et al., 2017). Neste contexto, outro aspecto relevante para a discussao
é a ativacdo de vias de reparo durante a infeccdo por T. cruzi (ROSE et al., 2021).

Analisando temporalmente nossos dados, observamos que, nos tempos iniciais da
infeccdo, houve um aumento da expressao de XPA e ATM, representando a ativacdo das vias
NER e HR, respectivamente. De fato, outros estudos ja& demonstraram que essas vias Sao
ativadas pelo estresse celular causado pela infeccdo por T. cruzi (REPOLES; MACHADO;
FLORENTINO, 2020b; ROSE et al., 2021). Ao mesmo tempo que visam combater os efeitos
da infecgdo pelo parasito, essas vias podem estar atuando para controlar a atividade de L1. Sabe-
se que a via NER suprime L1 ao regular o processo de retrotransposicdo mediante interagdo do
complexo de proteinas ERCC1-XPF e o cDNA de LINE-1 em elongacdo, clivando-o
(SERVANT et al., 2017). Igualmente, fatores da via HR podem impedir a progressdo da
retrotransposicdo mediante ligacdo de BRCAL ao RNA de L1 no citoplasma e consequente
reducdo da sintese de L1-ORF2p (MITA et al., 2020).

Avia MMR, avaliada pela expressdo de MSH-2, foi ativada a partir de 48h pos infeccéo,
permanecendo aumentada até 96h. Entretanto, o papel direto dessa via de reparo na regulacéo
do L1 é pouco abordado na literatura. Assim, a ativacdo do MMR nesse contexto pode
representar principalmente uma resposta celular mais geral ao reparo dos danos no DNA
causados pelo T. cruzi, ao invés de um mecanismo direto de modulacdo do L1. Mais estudos
s80 necessarios para se estabelecer a real relacdo de MMR com L1.

Ja XRCC-4, referente a ativacdo da via NHEJ, apresenta maior expressao do grupo
infectado comparado ao controle nos tempos de avaliacdo de 48h e 96h. Apesar de NHEJ poder
suprimir a atividade de L1 ao induzir inser¢des truncadas na extremidade 5’ ¢ reparo das DSBs
(SUZUKI et al., 2009) também ja foi relatado que L1 pode utilizar a maquinaria de NHEJ no
processo de retrotransposicdo (MORRISH et al., 2002) e que a inibicdo dessa via de reparo
diminui a atividade de L1(SUZUKI et al., 2009).

Por fim, também avaliamos a expressdo de OGG-1, um componente importante da via
BER, ao longo do tempo. No entanto, ndo observamos variacdo significativa de sua expressao
génica ao longo do tempo. Esse resultado sugere que a via de reparo mediada por OGG-1 pode
nédo ter sido ativada, possivelmente porque outras vias de reparo, voltadas para combater o

estresse oxidativo causado pela infecgdo por T. cruzi, foram mais relevantes. Essas vias podem
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estar lidando com DSBs, em vez de lesGes pequenas no DNA, como desaminacao e oxidacao,
que sdo reparadas pela BER. Outra possibilidade € que a expressdao de OGG-1 tenha ocorrido
em um estagio mais precoce, ja que essa proteina atua na fase inicial da via de reparo BER.
Pesquisas anteriores indicam que o recrutamento de enzimas de BER pelo T. cruzi acontece nas
primeiras etapas do reparo do DNA (FLORENTINO et al., 2021; ROSE et al., 2021). No
entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer essa questao.

Visto que o retroelemento L1 atua sobre genes ativadores de IFN, nossa proxima etapa
consistiu em avaliar a expressao desses genes no contexto da infeccdo por T. cruzi. MDA-5 e
RIG-1 sdo importantes sensores de RNA e mostraram-se superexpressos em momentos mais
avancados de nossas analises: enquanto observou-se um aumento na expressao de MDA-5 nos
tempos de 24h, 48h e 96h em comparacdo aos demais grupos, RIG-1 apresentou maior
expressdo no tempo de 96h.

A ativacdo de MDA-5 a 24h, 48h e 96h provavelmente esta relacionada as etapas da
retrotransposicdo de L1 na célula hospedeira. Considerando que MDA-5 detecta o dsRNA
longo formado durante infeccgdes virais (FENG et al., 2012), pode ser que essa deteccdo tambem
ocorra durante a transcricdo reversa desse retroelemento, ja que existem etapas de formacéo de
dsRNA. Esta observacdo se torna mais evidente quando a expressdo de L1 é reduzida pelo
sistema CRISPR/dCas9, levando a uma reducédo da expressdao de MDA-5.

Ja para RIG-I, o qual detecta dsSRNA curtos (SAITO; GALE, 2008), o aumento a 96h
pode refletir o reconhecimento das variantes truncadas ou fragmentos de L1. Assim, a ativacao
desse sensor de RNA apenas em um tempo mais tardio pode refletir a atuacdo da maquinaria
de reparo celular ao longo do periodo de infeccdo, com a clivagem dos intermediarios de L1 e
formacdo de fragmentos de até 300 pb (STENZ, 2021). Desta forma, a capacidade de T. cruzi
de estimular vias de deteccdo de RNA e consequentemente modular a resposta imune, pode
representar um mecanismo adaptativo para facilitar sua sobrevivéncia no hospedeiro
(MACALUSO et al., 2023).

De interesse, tanto RIG-1 quanto MDA-5 ja foram descritos como estando
superexpressos na infeccao por T. cruzi (CHESSLER et al., 2008; MANQUE et al., 2011), bem
como outros sensores de acidos nucleicos. GIL-JARAMILLO et al., 2021, por exemplo,
detectaram o aumento de sensores como AIM2, IFI16 e RIG-1 na infec¢do de células dendriticas
infectadas por T. cruzi e, em suas conclusdes, alertam para a existéncia de vias antivirais como
um processo inexplorado durante a interacdo do hospedeiro com o parasito.

Interessantemente, observamos um aumento na producdo dos IFNs avaliados no grupo

infectado sempre com picos de producdo apds 48h de infecgdo, coincidindo com o aumento da
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expressdo de L1. Em relagcdo aos IFNs do tipo I, nota-se uma maior expresséo de IFN-f,
corroborando com o que esta descrito na literatura, que demonstra a maior producdo dessa
citocina em contextos de retrotrasnposicdo (YU et al., 2015), enquanto a producéo de IFN-a
geralmente € menor, pois depende de feedback positivo gerado pelo IFN-B (LEVIYANG;
GRIVA, 2018). Similar aos nossos achados, Aldaif; Mercer; Fleming, 2022, demonstraram que
a infeccdo de células HEK-293 por parapoxvirus se utiliza dos receptores RIG-1 e MDADS para
induzir uma forte expresséo de IFN-p.

Emrelacdo a IFN-y, esta é uma citocina fundamental para a resposta imunoldgica contra
T. cruzi e uma das principais responsaveis pelo controle da infeccdo (SERBAN et al., 2015).
Entretanto, sua produgdo em células HEK-293 costuma ser ausente ou irrisoria, visto que essas
células séo consideradas deficientes na via JAK/STAT (LV et al., 2024; REYNOLDS et al.,
2006). Desta forma, nossos achados de aumento da expressao de IFN-y apos 48h de infecgdo
sdo surpreendentes, porém corroboram o estudo de Serban et al., 2015, que detectaram a
presenca de IFN-y no lisado de culturas de HEK-293 ap0s exposic¢do a produtos de glicacao
avancada (AGES) em um contexto de diabetes mellitus.

Também se mostrou inesperada a participacdo de L1 na expressao dessa citocina, uma
vez que a inibicdo de L1 pelo sistema CRISPR/dCas9 resultou em uma menor expressao de
IFN-y. Desta forma, nossos resultados sugerem que a ativacdo de IFN-y na infecgao por T. cruzi
pode ser independente da via JAK/STAT e utilizar vias de vigilancia citosolica atualmente
desconhecidas, mediadas por L1. Se de fato existir, essa via poderia aliviar o 6nus da presenca
fisica de T. cruzi como fator necessario para manter o perfil pro-inflamatorio no contexto da
infeccdo. Mais estudos s@o necessarios para esclarecer essas questoes.

Apos a confirmacéo de que a infecgdo por T.cruzi é capaz de induzir a expressao de L1
e a consequente producdo de IFNs in vitro, direcionamos nossos esfor¢os para avaliar o que
estaria acontecendo in vivo. Nas andlises realizadas em tecidos de camundongos, observou-se
um aumento significativo nos niveis de mRNA de L1 nos 6rgdos do grupo infectado em
comparacdo ao controle, com maior ativacdo desse retroelemento no coracao, seguida pelo
intestino, os principais 6rgdos afetados na doenca de Chagas (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018; PIERROTTI et al., 2018). De importancia, sabe-se que a expressdo basal de L1 ocorre
de maneira diferenciada em cada local, estando ela naturalmente aumentada nos testiculos,
esdfago, coracdo e intestino (BELANCIO et al., 2010). Além disso, é importante destacar que
a carga parasitaria foi equivalente em todos os érgdos analisados, exceto entre 0 intestino e o

coracgdo, tendo este Gltimo apresentado uma carga parasitaria reduzida (p=0,05). Desta forma,
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tais achados sugerem que a ativagdo de L1 ndo depende da abundancia do parasito no tecido,
fato que fica bem evidenciado pela anélise de correlacdo e de componentes principais.

Sabendo que a ativacdo de retroelementos pode desencadear um aumento na resposta
imune, promovendo processos inflamatérios persistentes e, potencialmente, a predisposicao a
doencas autoimunes (DE CECCO et al., 2019; GARCIA PEREZ; ALARCON-RIQUELME,
2017; THOMAS et al., 2017), procedemos com a avaliagdo da expressao de IFNs e TNF-a nos
mesmos tecidos analisados anteriormente. Foi observado que o aumento na expressdo desses
genes associados a um perfil pro-inflamatério ocorreu apenas no coracao e intestino (p<0,05),
enquanto a expressdo dos mesmos genes no baco e no figado ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle.

A ndo inducdo da expressdo de INFs nesses dois 6rgaos pode residir no fato de que neles
predomina a expressao de uma variante endogena de L1 resultante de splicing alternativo e que
é poliadenilada prematuramente, tornando-a incompleta funcionalmente (BELANCIO et al.
2010). Desta forma, as vias subsequentes que seriam ativadas pelo retroelemento podem estar
prejudicadas. J& no coragdo e no intestino, predomina a variante completa e totalmente
funcional de L1 (BELANCIO et al. 2010).

A manutencdo de ambiente inflamatério pela expressdo dos IFNs esta relacionada ao
desencadeamento de respostas autoimunes, nas quais se observa a presenca de infiltrados
inflamatarios e anticorpos autorreativos (BILLIAU, 1996; CROW; OLFERIEV; KIROU, 2018;
RONNBLOM; ELORANTA, 2013). Especialmente os IFNs do tipo | podem ativar as células
B a produzirem autoanticorpos. O IFN-a, por exemplo, € particularmente relevante em doencas
autoimunes, como o ldpus eritematoso sistémico, onde ele pode estimular células B a
produzirem autoanticorpos contra 0 DNA ou nucleossomos (TANAKA; KUSUDA;
YAMAGUCHI, 2023). Ja a importancia de IFN-B em doencas autoimunes foi descrita na
esclerose multipla, por exemplo (KRUMBHOLZ et al., 2008).

Outro ponto de destaque é que TNF-a desempenha um papel fundamental na ativagido
de vias inflamatdrias, incluindo aquelas que envolvem a producdo de IFNs (KARKI et al.,
2021). Em nosso estudo, observamos uma associacdo entre a expressao génica desses fatores.
No caso de doencas inflamatdrias intestinais como a colite ulcerativa e a Doenca de Crohn, o
TNF-a esta intimamente envolvido na regulacdo das respostas imunes (JANG et al., 2021).
Nesses quadros, 0 TNF-o contribui para o desenvolvimento de um ambiente inflamatorio
crénico, favorecendo a infiltracdo de células imunes e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como os IFNs, que exacerbam a inflamag&o e danificam os tecidos intestinais

(JANG et al., 2021).
70



Neste trabalho, os resultados de ELISA demonstram a existéncia de autoanticorpos
apenas contra corag&o e intestino, corroborando com os achados de Wesley et al., 2019, e Dias
et al., 2024. Considerando que a anélise de correlagdo mostrou uma forte associa¢do entre 0s
autoanticorpos, a expressdo de L1 e a producdo de IFNs, esta pode ser uma possivel explicacdo
para a resposta autoimune observada na doenca de Chagas.

Ao avaliarmos a presenga de processo inflamatorio tecidual, ndo se detectou nenhum
grau de inflacdo no bago dos animais infectados, enquanto apenas um animal desse grupo
apresentou processo inflamatorio moderado no figado. Ainda que lesGes inflamatorias crénicas
ja tenham sido relatadas no figado de camundongos com doenca de Chagas (MARINHO et al.,
2004), tal achado ndo é comum e poderia estar associada a outras causas, visto que sO foi
detectada em um animal.

Como esperado, o processo inflamatério no intestino s6 foi observado em animais
infectados, ainda assim apenas em grau leve. Isso pode ser devido ao fato de que o modelo
murino tem limitacGes em refletir a severidade das manifestacdes clinicas da doenca de Chagas
humana (CHATELAIN; KONAR, 2015), além de o0s animais ainda estarem em um momento
inicial da fase cronica, periodo em que as manifestacoes clinicas da doenca ainda ndo teriam
surgido (CARMO et al., 2024; DA CUNHA; CUNHA, 2022).

Em relacdo ao tecido cardiaco, os animais infectados com T. cruzi apresentaram grau de
inflamacdo moderado, em detrimento ao grau leve encontrado nos animais do grupo controle.
A esse respeito, diferentes fatores podem desencadear uma inflamacdo discreta mesmo na
auséncia de infeccdo, variando desde condi¢des ambientais até o proprio envelhecimento
(BEKTAS et al., 2018).

Ademais, vale ressaltar que o processo inflamatorio foi detectado exatamente nos 6rgéos
em gue se observou um aumento acentuado da expressdo de L1 e producdo de IFNs, de maneira
dissociada da carga parasitaria. Novamente, esses resultados sugerem a participacdo do

retroelemento L1 na modulacdo da resposta autoimune da doenca de Chagas.
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VII. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O presente estudo demonstrou que a infec¢do por Trypanosoma cruzi estd intimamente
associada a ativacdo de retroelementos LINE-1, impactando a resposta autoimune. N0ssos
achados sugerem que a ativacdo de L1 pode ser um fator-chave no desenvolvimento de

respostas inflamatdrias e autoimunes durante a infeccéo.

e Observamos um aumento significativo na expressdo de L1 em modelo celular e murino
infectados por T. cruzi, sugerindo que o parasita atua como um gatilho para a ativacao

desses retroelementos;

e Nossos dados revelaram a regulacéo diferencial de genes associados a atividade de L1
durante a infeccdo, indicando um esforco inicial do hospedeiro para conter a ativagdo

de L1, seguido por uma falha desse mecanismo em estagios mais avangados;

e Identificamos que a ativacdo de L1 esta correlacionada com a sinalizacao de interferons,
incluindo IFN-a e IFN-B, por meio de vias como MDA-5 e RIG-1. Interessantemente,
também foi observado o aumento da expressdo de IFN-y acompanhando os tempos em
que houve aumento de L1. Esses resultados reforcam a ligagéo entre a retrotransposicéo

de L1 e a inducdo de respostas inflamatorias mediadas por IFNSs;

e A inibicdo de L1 pelo sistema CRISPR/dCas-9 reduziu a expressdo de genes
relacionados a atividade desse retroelemento e a producdo de IFNs, fortalecendo a

evidéncia da relacéo entre L1 e a resposta inflamatoria;

e Em modelo murino, investigamos a relacdo entre a ativacdo de L1, a carga parasitaria e
a producdo de autoanticorpos. Observamos uma maior atividade de L1 no coragéo e no
intestino, 6rgaos frequentemente afetados pela DC, sem correlacdo direta com a carga
parasitaria. Esses achados reforcam a hipdtese de que L1 desempenha um papel central
na amplificacdo da resposta autoimune e na progressao das manifestacGes clinicas
tardias da DC.
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