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RESUMO 

 
 

 
Vieira RS. A sinalização de STING induz imunidade inata e adaptativa 

protetoras contra a infecção pelo Trypanosoma cruzi [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

 

 
A doença de Chagas é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma 

cruzi. Dados da Organização Mundial da Saúde indicam que cerca de 1,2 

milhão de pessoas estão infectadas por esse parasita no Brasil. A infecção pelo 

T. cruzi é marcada pela indução de IFN do tipo I e citocinas pró-inflamatórias. 
 

Dados da literatura apontam que uma via de reconhecimento do parasita 

dependente de TBK-1 e IRF3 é fundamental para a indução de IFN-β em 

células infectadas. Entretanto, os mecanismos ainda não são totalmente 

esclarecidos. Dessa forma, neste trabalho investigamos a participação da 

proteína STING na resposta inata e adaptativa ao T. cruzi, dada sua íntima 

interação com TBK-1 e IRF3. Nós demonstramos que a sinalização de STING  

é necessária para a produção de IFN-β, IL-6 e IL-12 em resposta à infecção 

pela cepa Y do Trypanosoma cruzi em macrófagos. Demonstramos também 

que a infecção celular é necessária para ativar a sinalização de STING e que 

STING é essencial para a ativação imune mediada pelo DNA do parasita. Além 

disso, nossos resultados revelaram que a sinalização de STING promove uma 

ativação mais intensa da resposta imune inata e que a deficiência de STING 

resulta em um menor número de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ ou da 

combinação IFN-γ /perforina contra o parasita no baço dos animais infectados. 
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Observamos também que embora o infiltrado inflamatório no coração dos 

animais infectados tenha sido semelhante, a expressão de genes relacionados 

à proteção imune contra a infecção aguda pelo parasita foi menor na ausência 

de STING. Por fim, demonstramos que animais deficientes para STING 

apresentam maior parasitemia durante todo o curso da infecção aguda, além 

de apresentarem maior parasitismo no coração. Portanto, acreditamos que 

nosso trabalho traz uma contribuição importante para o entendimento da 

imunopatologia da infecção pelo Trypanosoma cruzi ao desvendar um novo 

mecanismo molecular envolvido na indução de respostas imunes inata e 

adaptativa contra o parasita. 

 

 
Descritores: Doença de Chagas; Trypanosoma cruzi; Sting; Infecções; 

Imunidade inata. 
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ABSTRACT 

 
 

 
Vieira RS. STING signaling drives protective innate and adaptive immunity 

against Trypasonoma cruzi infection [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021. 

 

 
Chagas disease is caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi. 

Data from the World Health Organization indicate that about 1.2 million people 

are infected by this parasite in Brazil. T. cruzi infection is marked by the 

induction of type I IFN and pro-inflammatory cytokines. Previous data indicate 

that a TBK-1 and IRF3-dependent pathway is essential for parasite recognition 

and induction of IFN-β in infected cells. However, the mechanisms are still not 

fully understood. Thus, in this work we investigated the participation of the 

STING protein in the innate and adaptive response to T. cruzi, given its close 

interaction with TBK-1 and IRF3. We demonstrated that STING signaling is 

necessary for the production of IFN-β , IL-6 and IL-12 in response to infection 

by the Trypanosoma cruzi Y strain in macrophages. We also demonstrated that 

cellular infection is necessary to activate STING signaling and that STING is 

essential for T. cruzi DNA-mediated immune activation. Our results revealed 

that STING signaling promotes a more intense innate immune activation and 

that STING deficiency resulted in a lower number of CD8+ T lymphocytes 

producing IFN-γ or the IFN-γ /perforin combination against the parasite in the 

spleen of infected animals. We also observed that although the inflammatory 

infiltrate in the hearts of infected animals was similar, the expression of genes 
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related to immune protection against acute infection by the parasite was lower 

in the absence of STING. Finally, we demonstrated that animals deficient for 

STING have greater parasitemia throughout the course of the acute infection, in 

addition to having greater parasitism in the heart. Therefore, we believe that our 

work makes an important contribution to the understanding of the 

immunopathology of Trypanosoma cruzi infection by unveiling a new molecular 

mechanism involved in the induction of innate and adaptive immune responses 

against the parasite. 

 

 
Descriptors: Chagas Disease; Trypanosoma cruzi; Sting; Infections; 

Innate immunity. 



1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 
 

 
1.1. DOENÇA DE CHAGAS 

 
A doença de Chagas (DCh) é causada pelo protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e dados da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) indicam que cerca de 1,2 milhões de pessoas estão infectadas por esse 

parasita no Brasil (1). Embora seja uma infecção endêmica na América Latina, 

observa-se um aumento significativo no número de pessoas infectadas na 

Europa e Estados Unidos (2) (Fig. 1). Estima-se que a DCh tenha um custo 

anual global de 7 bilhões de dólares (3). 

Insetos hematófagos da subfamília Triatominidae são os principais 

transmissores do T. cruzi, tanto para seres humanos quanto para outras 150 

espécies de mamíferos selvagens e animais domésticos. Triatoma infestans, 

Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata são as três espécies de vetores mais 

importantes na transmissão do T. cruzi para o homem. Na America latina, 

Triatoma infestans representa o principal vetor. A transmissão acontece  

quando as fezes e/ou urina do inseto vetor contaminado entram em contato 

com a pele ferida ou regiões de mucosa do hospedeiro mamífero, permitindo 

que o parasita acesse a corrente sanguínea. Além dos mecanismos vetoriais, o 

parasita pode ainda ser transmitido por transfusão sanguínea, via placenta ou 

mesmo pela ingestão de alimentos contaminados (2, 4, 5) (Fig. 2). 

A maioria dos indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi são 

assintomáticos e caracterizam a forma indeterminada da doença. Dentre os 

pacientes infectados cronicamente, cerca de 10% desenvolvem a forma 
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  Número estimado de casos de infecção por T. cruzi  

  <900    900–89 999  90 000–899 999    ≥900 000  Sem casos oficialmente 

reportados 

digestiva (2, 6) e 30% a cardiopatia chagásica crônica (CCC). Esta última é 

considerada a forma de manifestação mais grave da DCh, tendo atingido 

aproximadamente 230.000 pessoas no Brasil em 2010 (2, 7). A miocardite de 

baixa intensidade, mas crescente e incessante, leva à dilatação das quatro 

câmaras cardíacas, destruição tissular progressiva e fibrose extensa no 

coração, com consequente enfraquecimento da função contrátil (8). Um terço 

dos cardiopatas desenvolve a forma grave da CCC, que é particularmente fatal 

em consequência da insuficiência cardíaca, disfunção ventricular e arritmias 

(9). 

 
 

 

 
Figura 1. Distribuição global de Doença de Chagas. O mapa demonstra a 
distribuição estimada de casos de infecção pelo T. cruzi tanto em países 
naturalmente endêmicos quanto em países para onde houve migração de 
indivíduos infectados. Adaptado de Perez Catherine et al (10). 
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Figura 2. Transmissão vetorial e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. A 
penetração da membrana mucosa intacta do olho por tripomastigotas 
infecciosos leva a uma reação indolor da conjuntiva, com edema unilateral de 
ambas as pálpebras e linfadenite do gânglios pré-auriculares (sinal de 
Romaña). Uma picada em qualquer outra parte da pele pode levar a uma 
reação no tecido subcutâneo com edema local e rigidez, congestionamento 
vascular e infiltração celular (chagoma). O T. cruzi em sua forma  
tripomastigota adentra a célula do hospedeiro e passa pelo processo de 
transformação em diversos amastigotas. Quando a célula local está inchada 
com amastigotas, eles se transformam de volta em tripomastigotas flagelados. 

Sinal de Romaña 

    Chagoma  

Características clínicas crônicas 
 

  Megacólon  

  Derrame  

Cardiomiopatia 

Megaesôfago 

Tripomastigotas metacíclicos 

dentro das células se 

transformam em amastigotas 

Amastigotas intracelulares 

Se multiplicam por fissão 

binária 

Tripomastigotas podem 

infectar outras células e 

iniciar um novo ciclo de 

replicação 

Amastigotas intracelulares se 

transformam em 

tripomastigotas, rompem a 

célula do hospedeiro e 

entram no sangue 

O vetor de triatominae 

ingere o sangue do 

hospedeiro 

contaminado com 

tripomastigotas 

Tripomastigotas metacíclicos 

excretados nas fezes entram 

em feridas ou membranas 

mucosas como a conjuntiva 

ocular 

Tripomastigotas se 

diferenciam em 

epimastigotas e se 

replicam por divisão 

binária 

Epimastigotas se diferenciam 

em tripomastigotas 

metacíclicos 
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Com o movimento excessivo dos flagelos dentro das células ocorre lise da 
membrana celular. Após isso, os parasitas se espalham através dos linfáticos e 
da corrente sanguínea para locais distantes, principalmente células musculares 
(cardíacas, lisas e esqueléticas) e células gânglios, onde passam por mais 
ciclos de células intracelulares de multiplicação. Adaptado de Pérez Molina et 
al. (2, 11). 

 

 
1.2. INFECÇÃO E RESPOSTA IMUNE INATA AO TRYPANOSOMA CRUZI 

 
O Trypanosoma cruzi pode invadir ativamente uma gama de células 

fagocíticas e não fagocíticas por dois mecanismos diferentes: uma rota 

responsável por 20-30% das invasões, que induz a sinalização de Ca2+ pela 

geração de trifosfato de inositol (IP3), seguida pelo recrutamento e fusão dos 

lisossomos da célula hospedeira no local de entrada do parasita e uma 

segunda rota (70-80% das invasões) que dependente da invaginação da 

membrana plasmática, seguida de fusão intracelular com lisossomos (12-17). A 

acidificação lisossômica do vacúolo contendo os parasitas (vacúolo 

parasitóforo) contribui para a diferenciação tripomastigota-amastigota que 

ocorre no citoplasma. Após várias rodadas de replicação, os amastigotas se 

diferenciam em tripomastigotas altamente móveis que causam a ruptura da 

membrana da célula hospedeira, podendo infectar células vizinhas ou até 

mesmo atingir a corrente sanguínea, disseminando a infecção a tecidos 

distantes (18, 19). 

Macrófagos residentes no local da infecção estão entre os primeiros 

fagócitos profissionais a serem invadidos pelo parasita (20). Para estabelecer 

uma infecção produtiva nessas células, o T. cruzi tem que suportar um 

ambiente extremamente oxidativo dentro dos fagolisossomos (21), que só é 

possível graças a uma complexa rede de enzimas antioxidantes, como 
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peroxidases e superóxido dismutases, que protegem o parasita contra espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio liberadas pelos macrófagos via atividade da 

enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), contribuindo assim para a morte 

do parasita (22-24). Embora o NO possa afetar a sobrevivência do parasita nos 

macrófagos, o estresse oxidativo causado pela produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e NO acaba sendo prejudicial ao hospedeiro, devido ao seu 

alto potencial de dano tecidual (23, 25-27). 

Durante os estágios iniciais da infecção, o T. cruzi induz uma resposta 

inflamatória intensa, que desempenha um papel crucial na patogênese da 

doença. Um mecanismo imunológico inato proposto para a fase aguda da 

infecção envolve o desencadeamento da síntese de IL-12 por macrófagos, o 

que provoca a síntese de IFN-γ por células NK (28-30). De fato, a depleção de 

células NK1.1 em camundongos infectados com T. cruzi modula negativamente 

a produção inicial de IFN-γ por esplenócitos isolados (31) e a ausência de NK 

aumenta a susceptibilidade dos animais ao parasita, por mecanismos 

independentes de perforina (32), indicando que essas células possuem uma 

função efetora inicial contra a infecção. Macrófagos peritoneais deficientes para 

componentes da via de IL-12 apresentam polarização para o perfil M2 quando 

infectados com T. cruzi, secretando espontaneamente grandes quantidades de 

TGF-β e fraca produção de NO. A adição de IFN-γ à cultura celular não é 

suficiente para reverter a produção de TGF-β, sugerindo que a IL-12 possa ter 

um papel mais importante do que o IFN-γ nesse processo (33). Camundongos 

tratados com anticorpo monoclonal anti-IL12 apresentam aumento significativo 

na parasitemia e mortalidade (34), reforçando a ideia de que IL-12 é 

fundamental na resposta inicial ao parasita. 



6 

 

 

Receptores do tipo Toll (TLR) têm um papel crítico na resistência do  

hospedeiro ao T. cruzi. Camundongos deficientes para as moléculas MyD88, 

TLR2, TLR4 e TLR9 são mais susceptíveis à infecção, apresentando maior 

parasitemia e mortalidade. Essa susceptibilidade foi associada a menor 

produção das citocinas inflamatórias IL-12, TNF-α e IFN-γ. Animais deficientes 

para TLR4 apresentam menor produção de NO, o que pode contribuir para o 

menor controle dos parasitas (35-37). Há ainda um papel dos receptores 

citosólicos do tipo NOD (NLR) no controle da infecção. Animais deficientes para 

NOD1 se mostram altamente susceptíveis ao parasita, sucumbindo à infecção 

e exibindo grande quantidade de parasitas no sangue, tecido cardíaco e baço 

(38) . Foi verificada também a participação do inflamassoma NLRP3 no 

controle da parasitemia, via indução de NO por um mecanismo dependente de 

caspas-1 e independente de IL-1R (39). Em humanos, observa-se um aumento 

na quantidade das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α no sangue de indivíduos 

infectados tanto na fase aguda quanto crônica, evidenciando uma ativação 

persistente da resposta imune inata ao longo da infecção (40, 41). 

Experimentalmente, animais deficientes para IL-6 apresentaram três vezes 

mais parasitemia, além do aumento na taxa de mortalidade, quando 

comparados aos animais controles infectados, atribuindo então um papel 

protetor à produção de IL-6 contra o parasita (42). 

Outro ponto característico da infecção pelo T. cruzi é a produção de 

interferons do tipo I (IFN I). Dados anteriores descreveram uma indução 

robusta de genes estimulados pelos IFN I na pele de camundongos 24 horas 

após a infecção intradérmica. O trabalho aponta para a possibilidade do início 

da resposta do hospedeiro poder ser determinante para o parasita estabelecer 
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uma infecção bem sucedida, embora não tenha ficado claro se a resposta 

imediata de IFN I promove proteção ou suscetibilidade (43). A indução de IFN- 

β e genes relacionados, como 2’,5’-oligoadenilato sintase 1 (OAS1) e os genes 

estimulados por IFN 15 (ISG15) e 44 (ISG44) também foi observada na 

infecção in vitro de fibroblastos humanos (44), indicando que o parasita 

estimula esses genes de uma maneira generalizada em seus hospedeiros 

mamíferos. 

Evidências experimentais sugerem que a indução de IFN I de forma 

dependente de TLRs seja fundamental para o controle do parasita em células 

dendríticas e macrófagos, uma vez que essas células são mais susceptíveis à 

infecção quando duplo deficientes para MyD88 e TRIF ou MyD88 e receptor de 

IFN I (IFNAR) (45). Entretanto, dados contrastantes indicam que uma via 

dependente das proteínas TBK-1 (do inglês, TANK-binding kinase1) e fator 

regulador de interferon 3 (IRF3) seja a responsável pela indução de IFN I pelo 

parasita em macrófagos e fibroblastos, enquanto TLRs e os receptores de RNA 

da família dos RLRs (RIG-I e MDA5) não seriam necessários (46). 

Embora os IFN I sejam induzidos de forma proeminente durante a 

infecção pelo T. cruzi, seu papel no controle ou susceptibilidade ao parasita 

ainda é controverso. Dados da literatura sugerem que os IFN I participam na 

indução de NO pelo T. cruzi e que isso possa ter um impacto positivo no 

controle do parasita. Demonstrou-se ainda que o tratamento de camundongos 

C57BL/6 selvagens (do inglês, wildtype: WT) com IFN I reduzia a parasitemia, 

enquanto camundongos IFNAR KO desenvolviam uma parasitemia 3 vezes 

maior na fase aguda da infecção (47). Animais duplo deficientes para MyD88 e 

IFNAR se mostraram mais susceptíveis ao parasita em comparação a animais 
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deficientes apenas para MyD88, salientando a importância da sinalização de 

IFN I na proteção contra infecção (45). Por outro lado, camundongos WT 

sucumbiram à infecção sob condição de desafio letal com o T. cruzi, enquanto 

camundongos IFNAR KO foram capazes de controlar o crescimento do parasita 

e sobreviver (48). Sugere-se que essas discrepâncias possam ter ocorrido 

devido a variações tanto na rota de infecção quanto na quantidade de parasitas 

utilizados. Portanto, é importante que novos estudos sejam desenvolvidos para 

um melhor entendimento do papel dos IFN I na interação entre o parasita e as 

células hospedeiras, bem como suas consequências na patogênese da 

infecção. 

 

 
1.3. RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA AO TRYPANOSOMA CRUZI 

 
O Trypanosoma cruzi é capaz de induzir a formação de respostas 

imunológicas complexas e diversas células já foram apontadas como 

importantes no controle da infecção. No contexto da imunidade adaptativa, a 

ausência de células B em camundongos infectados se mostrou letal, mesmo 

com a administrações de pequenas doses do parasita (49). Além disso, as 

células T CD4+ também se mostram importantes no contexto da infecção com 

T. cruzi, sendo sua depleção correlacionada com aumento de parasitismo e 

miocardite em camundongos (50). Pacientes HIV positivos, com deficiência na 

geração de resposta imune dependente de células T CD4+, apresentam pior 

prognóstico e maior mortalidade quando infectados com T. cruzi (51), indicando 

uma função protetora para essas células. 
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O subtipo mais característico de célula T CD4+ no contexto da infecção é 

a T-helper 1 (Th1) e seu papel protetor se dá principalmente pela produção de 

IFN-γ. A participação dessas células na infecção acaba sendo ampla, pois 

podem contribuir para a indução de anticorpos, ativação de células fagocíticas 

e no auxílio de diferenciação de outros subtipos de células T, incluindo as 

células T CD8+ (52-54). Além disso, temos as células Th17 como um outro 

subtipo de linfócitos T CD4+ observados na infecção, podendo também 

apresentar um papel protetor contra o parasita (55). 

As células T CD8+ desempenham um papel crucial no controle da 

disseminação do T. cruzi (56), porém os mecanismos de indução dessas 

células ainda não são totalmente claros (57). De fato, as células T CD8+ 

específicas para o T. cruzi se diferenciam de maneira dependente do fator de 

transcrição T-bet e a resposta inicial de T CD8+ pode ser aumentada em 

resposta a adjuvantes de diferentes tipos de TLR (58). Entretanto, a formação 

de células T CD8+ específicas contra o parasita desencadeada pela infecção 

natural por T. cruzi, permanece preservada mesmo na ausência de TRL2, 4, 9 

e MyD88, apesar do aumento na susceptibilidade à infecção, sugerindo então 

que uma via alternativa esteja relacionada à formação da resposta adaptativa 

dependente de T CD8+ (37). 

Células T CD8+ isoladas de camundongo no estágio crônico da infecção, 

apresentam baixos níveis de expressão de marcadores de exaustão, como PD- 

1, Lag-3 e Tim-3, demonstrando que essas células permanecem funcionais e 

competentes em contribuir com o controle do crescimento do parasita, mesmo 

em estágios mais avançados da infecção (59). O papel protetor das células T 

CD8+ se dá pincipalmente pela produção de IFN-γ, TNF-α, granzimas 
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citotóxicas e perforina (60). Pacientes com cardiomiopatia chagásica crônica 

que apresentam melhor prognóstico possuem maior quantidade de células T 

CD8+ específicas para o parasita, produzindo IFN-γ (61). Em camundongos, o 

acumulo de células T CD8+ produtoras de IFN-γ está relacionado à menor 

lesão de cardiomiócitos, enquanto que as células T CD8+ produtoras de 

perforina desempenharam um papel prejudicial, agravando a lesão (62). 

Embora os linfócitos T e suas citocinas tenham um papel protetor na 

infecção aguda experimental, dados em animais e pacientes cronicamente 

infectados indicam que uma resposta desregulada dos linfócitos T ao longo da 

infecção possa contribuir para o desenvolvimento da CCC (63). Portanto, um 

melhor entendimento dos mecanismos imunológicos relacionados a geração e 

manutenção dessas células é necessário para que possamos intervir de forma 

mais eficiente no combate à progressão para doença grave e melhorar as 

estratégias de tratamento. 

 

 
1.4. STING E RESPOSTA IMUNE 

 
A proteína STING (estimulador de genes de interferon), também 

conhecida como TMEM173, MPYS, MITA e ERIS, está localizada na 

membrana do retículo endoplasmático e é conhecida por ser um mediador 

crítico da resposta inata a ácidos nucleicos citoplasmáticos. Ela pode ser 

ativada por dinucelotídeos cíclicos bacterianos (c-di-GMP e c-di-AMP), assim 

como pelo GMP-AMP cíclico (cGAMP), produzido pela enzima cGAS (do 

inglês, Cyclic GMP-AMP synthase). Outros receptores de DNA como DDX41 e 
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IFI16 também podem participar na ativação de STING, embora cGAS ainda 

figure como o principal (64, 65). 

A interação dos dinucleotídeos cíclicos com STING induz modificações 

conformacionais nessa proteína e sua translocação para o complexo de Golgi. 

Durante este processo, o terminal carboxila de STING recruta e ativa a quinase 

TBK-1, que por sua vez fosforila o fator de transcrição IRF3 (66). O IRF3 

fosforilado se dimeriza e entra no núcleo, induzindo a expressão de IFN I. A 

proteína STING também ativa a quinase IKK, que fosforila a família de 

inibidores IkB do fator de transcrição NF-kB. As proteínas IkB fosforiladas são 

degradadas pela via ubiquitina-proteassoma, liberando NF-kB, que entra no 

núcleo juntamente a IRF3 e outros fatores de transcrição para induzir a 

expressão de IFN I e citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6 (67-69) 

(Fig. 3). Em células humanas, STING se mostrou importante para a indução de 

IL-6 em resposta ao reconhecimento de DNA (70). Além disso, outro trabalho 

demonstrou que IL-6 e RIG-I promovem a degradação de STING, ativando a 

proteína quinase UNC-51 (ULK1), corroborando com a hipótese de haver um 

feedback negativo entre STING e IL-6 (71). 

A via cGAS-STING tem sido estudada em diversos contextos, sendo 

observado um papel central da mesma na indução de resposta imune inata 

contra bactérias, vírus, protozoários, tumores e até mesmo ao DNA 

mitocondrial liberado frente a algum estresse celular (72-77). Parasitas da 

malária são capazes de liberar vesículas extracelulares, contendo RNA do 

parasita e DNA genômico que induzem a fosforilação de IRF3 de forma 

dependente de STING (30). No contexto da infecção com Mycobacterium 

tuberculosis, STING se mostrou importante para a produção das citocinas IFN- 
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β e IL-12 por células dendríticas (78). Mais recentemente, outro trabalho 

demonstrou que vesículas purificadas de T. cruzi eram suficientes em induzir 

as citocinas TNF-α, IL-6, and IL-1β em macrófagos, de forma dependente da 

sinalização PARP1 (enzima de reparo de DNA), cGas e NFkB (79), porém a 

participação direta de STING nesse contexto não foi abordada. 

Além da interação da via de sinalização dependente STING com a 

indução de uma resposta imune inata, STING se mostrou importante para 

geração de células T CD8+ específicas contra HSV-1 e no controle da 

disseminação do vírus para diferentes órgãos (80). No mais, diversos trabalhos 

relacionam a via de sinalização de STING com a elaboração da resposta de 

linfócitos T em modelos tumorais (81, 82). Embora um estudo anterior tenha 

demonstrado que as proteínas TBK-1 e IRF3, intimamente relacionadas a 

STING, sejam fundamentais para a indução de IFN I em resposta ao T. cruzi 

em macrófagos e fibroblastos (46), o papel de STING no reconhecimento do 

parasita por células infectadas ainda não foi demonstrado. Portanto, nesse 

estudo visamos investigar os mecanismos moleculares resultantes da interação 

de STING com o Trypanosoma cruzi e seus impactos no desenvolvimento de 

imunidade contra o parasita e proteção contra a infecção aguda. 
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Figura 3. Via de sinalização cGas-STING. O DNA citosólico, podendo ser 
proveniente de diferentes fontes, se liga e ativa a molécula cGas, que catalisa a 
conversão de ATP e GTP em cGAMP. O cGAMP se liga à proteína STING no 
retículo endoplasmático. STING trafega para o compartimento intermediário 
entre o retículo endoplasmático e o complexo de golgi (ERGIC) e então ativa 

Célula morta Vírus de DNA Retrovírus Bactéria 

Membrana 

Plasmática 

Dano 

mitocondrial 

Transcrição 

reversa 

DNA próprio 

Instabilidade 

do genoma 

Retrotransposons Gene IFN-β 

T
ra

n
s

c
ri

ç
ã
o

 r
e

v
e

rs
a
 



14 

 

 

IKK e TBK1. Uma vez fosforilado, TBK1 recruta IRF3 para a fosforilação. IRF3 
fosforilado se dimeriza e entra no núcleo e induz a expressão de interferons do 
tipo I e outras moléculas imunomodulatórias. Adaptado de Chen Qi et al (83). 

 
 
 

 
2. HIPÓTESE 

 
A hipótese do nosso trabalho é que a proteína STING desempenha um 

papel importante na formação de uma resposta imunológica protetora contra o 

Trypanosoma cruzi. 

 

 
3. OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar o papel da proteína STING na resposta imunológica à infecção 

pelo Trypanosoma cruzi. 

 

 
4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
4.1. Avaliar o papel de STING na ativação imunológica de macrófagos 

infectados com T. cruzi. 

4.2. Avaliar o papel de STING na ativação imunológica frente ao DNA do T. 

cruzi. 

4.2. Avaliar o papel de STING na resposta imunológica de camundongos 

infectados com T. cruzi. 

4.3. Avaliar o papel de STING no controle da infecção aguda com o T. cruzi. 
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5. MÉTODOS 

 
5.1. CULTURA DE MACRÓFAGOS, INFECÇÃO PELO TRYPANOSOMA 

CRUZI E TRANSFECÇÕES 

O parasita (cepa Y) foi mantido em células epiteliais de rim de macaco 

(LLCMK2). As células foram regularmente cultivadas em garrafas T75 (Thermo 

Fisher) em meio DMEM 10 (Dulbecco's Modified Eagle Medium High glucose, 

acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher)). Durante a 

infecção, as células LLCMK2 foram mantidas em meio DMEM 2 (2% de SFB). 

Os parasitas liberados no sobrenadante de cultura foram centrifugados a 1350 

x g por 10 min, ressuspensos em meio DMEM 2 e as formas tripomastigotas 

foram contadas em câmara de Neubauer. 

Macrófagos das linhagens RAW-Lucia™ ISG (InvivoGen) e RAW-Lucia™ 

ISG-KO-STING (InvivoGen) foram plaqueados em placas de 24 poços 

(Corning) na quantidade de 100.000 células por poço em meio DMEM 2, em 

volume final de 500 µl, 24 horas antes da infecção, da exposição ao parasita 

morto ou da transfecção. Para a infecção, o sobrenadante foi removido e os 

macrófagos foram incubados com 3x106 parasitas por poço da placa, em 

volume final de 300 µl de DMEM 2. Dezesseis horas depois, os poços foram 

lavados com PBS vezes suficientes para retirar os parasitas e as células foram 

incubadas em 300 µl de DMEM 2 por mais 24h para obtenção do sobrenadante 

e do RNA total. Alternativamente, para os experimentos com o T. cruzi morto, 

os parasitas foram incubados a 56 °C por 10 minutos e a morte foi confirmada 

por visualização na câmara de Neubauer. Assim como a infecção  

convencional, os parasitas mortos foram deixados em contato com as células 

por 16h, em volume final de 300 µl de DMEM2 e depois as células foram 
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incubadas por mais 24h em 300 µl de DMEM 2 para obtenção do sobrenadante 

e do RNA total. 

Os  macrófagos  foram   também   transfectados  com   DNA  do   T.  cruzi 
 

(80ng/poço) complexado com 0,2 µl de Lipofectamina 2000 em volume final  de 
 

300 µl de OPTIMEM (Thermo Fisher), como sugerido pelo fabricante. Para 

isso, os poços foram previamente lavados com PBS e então transfectados. O 

sobrenadante e o RNA total foram obtidos 40h após a transfecção. Para 

obtenção do DNA do T. cruzi, os parasitas foram mortos por calor, 56ºC por 10 

minutos, e centrifugados a 1350 x g por 10 minutos. O pellet foi incubado em 

0,5 ml de tampão de lise (100 µl Tris.HCl 1M, pH 8,5; 10 µl EDTA 0,5M, pH 8,0; 

200 µl NaCl 1M, 10 µl SDS 20%, 5,0 µl Proteinase K 20 µg/µl, 675 µl água Milli- 

Q autoclavada) a 37°C utilizando um Thermomixer (Eppendorf) a 600 rpm 

por18h. Após isso, foi acrescentado 0,5 ml de isopropanol e a solução foi 

homogeneizada até se formar a nuvem de DNA. A solução foi centrifugada a 

8600 x g por 5 min e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 0,5 ml de 

etanol 70% e a solução foi centrifugada a 8600 x g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi seco ao ar. O DNA foi então 

ressuspenso em água e a pureza foi analisada com o auxílio do Nanodrop 

(Thermo Fisher). 

Como controles positivos de estimulação dependente e independente de 

STING, alguns poços da placa foram lavados 1x com PBS e transfectados com 

1,0 μg/ml de c-di-GMP (InvivoGen) ou 0,5 μg/ml de Poly I:C (InvivoGen) 

complexados com 0,8 µl de Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher) em volume 

final de 300 µl de OptiMEM (Thermo Fisher), de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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5.2. ATIVIDADE DE LUCIFERASE 

 
Macrófagos das linhagens RAW-Lucia™ ISG (InvivoGen) e RAW-Lucia™ 

ISG-KO-STING (InvivoGen) secretam a proteína luciferase ao meio de cultura 

sob estímulos que iniciem vias de ativação dependentes de IRF, uma vez que o 

gene repórter está sob o domínio do promotor I-ISG54, que é composto pelo 

promotor ISG54 induzido por IFN e reforçado por um ISRE (do inglês IFN- 

stimulated response element). Essas células foram cultivadas, infectadas, 

expostas ao parasita morto ou transfectadas como descrito acima. O 

sobrenadante das culturas infectadas ou expostas ao parasita morto foi 

coletado e diluído 10x em DMEM High glucose, enquanto o sobrenadante das 

células transfectadas foi diluído 10x em OPTMEM. Os sobrenadantes diluídos 

foram utilizados para a detecção da atividade de luciferase. Resumidamente, 

20 μl de sobrenadante diluído 10x foram misturados a 50 μl de QUANTI-Luc™ 

(InvivoGen) e lidos imediatamente em um luminômetro Smart Line TL (Titertek 

Berthold), com tempo de aquisição de 1s. 

 

 
5.3. LUMINEX 

 
A detecção de IFN-β, IL-6 e IL-12 no sobrenadante de cultura de 

macrófagos foi feita com o Kit Mouse Custom ProcartaPlex (Invitrogen) de 

acordo com as instruções dos fabricantes. Resumidamente, as beads 

magnéticas ligadas a anticorpos foram adicionadas à placa e em seguida 

incubadas com 12,5 μl de amostra por 60 – 120 minutos, protegido da luz. 

Após as lavagens, foram adicionados 6,25 μl do Mix detector de anticorpo e 
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incubado por mais 30 minutos. A placa foi lavada e as amostras ressuspensas 

em 50 μl de Reading Buffer. A placa foi agitada em temperatura ambiente por 5 

minutos antes de ser lida no aparelho MagPix (Merck) e analisada pelo 

software Milliplex Analyst (Millipore). 

 

 
5.4. CAMUNDONGOS 

 
Camundongos BALB/c, C57BL/6 e C57BL/6 deficientes para STING 

(STING-KO) machos (6-8 semanas de idade), foram mantidos no biotério do 

Instituto de Medicina Tropical II, Universidade de São Paulo. Os animais foram 

alojados em grupos de até 5 por gaiola em uma sala com luz e temperatura 

controlada (ciclos claro/escuro de 12 horas, 21 ± 2 ◦C) com livre acesso a 

alimentos e água. O estudo foi aprovado sob o número 1567/2020 e realizado 

de acordo com as recomendações da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina da USP. 

 

 
5.5. MANUTENÇÃO DO PARASITA IN VIVO 

 
A cepa Y do Trypanosoma cruzi foi mantida em animais BALB/c machos 

(6-8 semanas de idade). Para o repique dos parasitas, os animais foram 

eutanasiados com injeção intraperitoneal de xilazina (30 mg/kg) e cetamina 

(300 mg/kg), o sangue foi coletado por punção cardíaca e armazenado em 

tubo contendo solução de citrato de sódio 3,2%, para evitar coagulação. Em 

seguida, foi feita a contagem de parasitas utilizando o método de Brenner (84). 

Resumidamente, 5 µl de sangue proveniente da punção cardíaca foi avaliado 

entre lâmina e lamínula de 22 x 22 mm, com a contagem de 50 campos no 
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aumento de 40x em microscópio óptico. O repique foi feito a cada 5 dias pós 

infecção (pico da parasitemia), passando-se 100 mil parasitas para cada novo 

animal por inoculação intraperitoneal. 

 

 
5.6. INFECÇÃO IN VIVO E PARASITEMIA 

 
O parasita foi coletado a partir da punção cardíaca de animais Balb/c, 

como descrito anteriormente. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 200 x 

g e o sobrenadante coletado. Feito isso, o sobrenadante foi centrifugado por  

10 minutos a 3800 x g. O pellet foi ressuspenso em meio RPMI (Gibco) sem 

soro e a contagem dos parasitas foi feita na câmara de Neubauer. Os animais 

C57BL/6 WT e C57BL/6 SINTG-KO foram infectados de forma intraperitoneal 

com 50 mil tripomastigotas da cepa Y diluídos em 200 µl de meio RPMI. A 

parasitemia foi acompanhada utilizando-se 5 µl de sangue da cauda dos 

animais do dia 4 ao dia 12 pós infecção, pelo método de Brenner, como 

descrito anteriormente. Os animais foram eutanasiados nos dias 4, 7 e 13 pós 

infecção com injeção intraperitoneal de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 

mg/kg) seguido de deslocamento cervical. Coletamos coração e baço dos 

animais para as análises subsequentes. 

 

 
5.7. DETECÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

 
Para análise de NO, as células RAW foram plaqueadas e infectadas, 

como descrito anteriormente. Após a infecção, as células foram lavadas com 

PBS e cultivadas em 300 µl de meio DMEM high glucose sem fenol (Nova 

biotecnologia) por mais 48 horas. Alternativamente, esplenócitos de animais 
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C57BL6 e STING-KO infectados foram plaqueados em placas de 96 poços 

fundo U (Corning), sendo 0,5 x106 células por poço em meio 200 µl de DMEM 

high glucose sem fenol por 48 horas. Posteriormente, o sobrenadante de 

cultura foi coletado e armazenado a -80°C. Para o experimento, utilizamos o kit 

Nitric Oxide Assay (Thermo Fisher). Resumidamente, as amostras foram 

centrifugadas a 15.000 x g por 5 minutos, para a retirada de resquícios 

celulares e o sobrenadante foi coletado. Todas as amostras foram diluídas 2x, 

seguindo a recomendação do fabricante. O ensaio foi feito em placa de 96 

poços e 50 µl de amostra foi incubado com 25 µl de NADH e 25 µl de nitrato 

redutase por 30 minutos a 37°C. Após isso, o reagente de Griess foi adicionado 

aos poços e a placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. A 

leitura foi feita no espectrofotômetro Epoch (Biotek) em um comprimento de 

onda de 540nm. 

 

 
5.8. PCR EM TEMPO REAL 

 
A extração de RNA total dos macrófagos foi feita utilizando Trizol reagent 

(Thermo Fisher). Resumidamente, 500 µl de Trizol foram adicionados a cada 

poço da placa para rompimento celular. As amostras foram homogeneizadas e 

transferidas para tubos de 1,5 ml livres de DNAse e RNAse (Axigen). Foram 

adicionados 100 µl de clorofórmio (Merck) em cada tubo e os mesmos foram 

vortexados e centrifugados por 15 min a 12.000 x g e 4°C. A fase aquosa 

contendo o RNA foi transferida para novos tubos de 1,5 ml (Axigen), nos quais 

250 µl de isopropanol (Merck) foram adicionados. As amostras foram 

homogeneizadas  por  inversão.  Os  tubos  foram  centrifugados  por  10  min a 

12.000 x g e 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 
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500 µl de etanol 75% (Merck). Os tubos foram centrifugados por 5 min a 12.000 

x g e 4°C. O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol dos pellets 

secou ao ar. Os pellets foram então ressuspensos em 20 µl de água livre de 

RNAse e DNAse (Thermo Fisher). Para extração de RNA total do tecido 

cardíaco, utilizamos o kit RNeasy Fibrous Tissue (Qiagen) seguindo as 

recomendações do fabricante. Além disso, para a extração de RNA total do 

baço utilizamos o kit RNeasy (Qiagen) seguindo as recomendações do 

fabricante. Em todos os casos, a concentração de RNA foi determinada com o 

auxílio de um nanodrop (Thermo Fisher). A integridade do RNA foi confirmada 

em gel de agarose. O cDNA foi obtido a partir da transcrição reversa do RNA 

extraído, utilizando-se Superscript II Reverse Transcriptase (Thermo Fisher). 

Resumidamente, 1 µg de RNA total foi incubado com Oligo DT12-18 e dNTP 

(Thermo Fisher) a 65 ºC por 5 min, nas concentrações recomendadas pelo 

fabricante. Uma solução contendo DTT, a enzima Superscript II, o tampão 5x 

First-Strand buffer e RNAse OUT foi adicionada a cada tubo e os mesmos 

foram incubados a 42ºC por 50 min e 70º C por 15 min em um termociclador 

Veriti (Applied Biosystems). O PCR em tempo real foi feito utilizando Power 

Sybr green Master mix (Applied Biosystems) e o termociclador Quanti Studio 

12k (Applied Biosystems). A amplificação foi feita com os parâmetros a seguir: 

95ºC por 15 min; 40 ciclos de 95ºC por 15s e 60ºC por 1 min. Os primers 

utilizados foram sintetizados (Thermo Fisher) a partir das sequências: HPRT1 

forward 5’-GTTGGGCTTACCTCACTGCT-3’; HPRT1 reverse 5’- 

GCAAAAAGCGGTCTGAGGAG-3’; IFNβ forward 5’- 

TGGGAGATGTCCTCAACTGC-3’; IFNβ reverse 5’- 

CCAGGCGTAGCTGTTGTACT-3’; IL-6 forward 5’- 
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CCCCAATTTCCAATGCTCTCC-3’;    IL-6 reverse 5’- 

GGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3’;    IL-12   forward 5’- 

GAAGTCCAATGCAAAGGCGG-3’;   IL-12  reverse 5’- 

GAACACATGCCCACTTGCTG-3’;  TNFα  forward 5’- 

ATGGCCTCCCTCTCATCAGT-3’;  TNFα reverse 5’- 

TTTGCTACGACGTGGGCTAC-3’; CXCL9   forward 5’- 

CCAAGCCCCAATTGCAACAA-3’; CXCL9   reverse 5’- 

AGTCCGGATCTAGGCAGGTT-3’;   IFNγ forward 5’- 

AGCAAGGCGAAAAAGGATGC-3’;   IFNγ reverse 5’- 

TCATTGAATGCTTGGCGCTG-3’;  PRF1 forward 5’- 

TGGTGGGACTTCAGCTTTCC-3’;  PRF1  reverse 5’- 

GAAAAGGCCCAGGAGGAACA-3’. 

Para detecção de DNA do parasita no coração de animais infectados, 

extraímos DNA do tecido cardíaco usando o Kit FlexiGene (Qiagen), seguindo 

as instruções do fabricante. Utilizamos as sequências de primers previamente 

descritas (85). O PCR quantitativo em tempo real foi feito utilizando Power Sybr 

green Master mix (Applyed Biosystems) e o termociclador Quanti Studio 3 

(Applied Biosystems). O gene da beta-actina foi utilizado como controle 

endógeno nesse teste. O cálculo de parasitismo no coração foi feito a partir de 

uma curva de diluição de DNA de T. cruzi. 

 

 
5.9. CITOMETRIA DE FLUXO 

 
Os baços de animais C57BL6 ou STING KO, infectados ou não, foram 

coletados no dia 13 após infecção e macerados em 2 ml de RPMI1640 
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(Thermo Fisher) com auxílio de Cell strainer de 70 µm (Corning). Os 

macerados foram tratados por 2 minutos com ACK lysis buffer (Gibco), para a 

lise de hemácias. Após isso, as células totais foram plaqueadas em placas de 

96 poços fundo U (Corning), sendo 0,5 x 106 células por poço em volume final 

de 200 µl de R10 (RPMI1640 suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma), 

solução de aminoácidos não essenciais (1% vol/vol) (Thermo Fisher), piruvato 

de sódio 1 mM (Thermo Fisher), 2β-Mercaptoetanol 5x10-5M (Sigma), 10% 

vol/vol de soro fetal bovino (Thermo Fisher) e Gentamicina (40 µg/mL). As 

células foram estimuladas - ou não - com peptídeo do Trypanosoma cruzi 

específico para células T CD8+, restrito ao MHC H2-Kb (TSKB20), na 

concentração de 10 µg/mL, por 16 horas a 37 ºC e 5% de CO2. Para o controle 

positivo, as células foram estimuladas pelo mesmo período com PMA (50 

ng/mL) e Ionomicina (500 ng/mL). Simultaneamente aos estímulos, foram 

adicionados 5 µg/ml de Brefeldina A (Biolegend) em todos os poços. Após 

estímulo, as células foram transferidas para uma placa de 96 poços em fundo V 

(Corning), centrifugada a 300x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e as células foram marcadas em volume final de 25 µL de PBS, contendo os 

anticorpos monoclonais anti-CD3 APC-Cy7 (BD Biosciences), anti-CD4 PerCP 

(BD Biosciences) e anti-CD8 PE-Cy7 (BD Biosciences), ao abrigo da luz por 30 

minutos a 4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150 µL de PBS e 

foram incubadas em 50 µL de BD Cytofix/Cytoperm™ por poço, durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas 

duas vezes com 150 µL de BD Perm/Wash™ buffer e foram marcadas, ao 

abrigo da luz, em volume final de 25 µL de BD Perm/Wash™ buffer, contendo 

os anticorpos anti-IFNγ APC (BD Biosciences) e anti-Perforina PE (Biolegend) 
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por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas duas vezes com 150µL de BD 

Perm/Wash™ buffer e ressuspensas em volume final de 150 µL de PBS. As 

amostras foram adquiridas no citômetro FACS Canto II (BD) e analisadas com 

o auxílio do software FlowJo 10 (BD). 

 

 
5.10. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 
As amostras de coração foram fixadas em solução de formalina 

tamponada a 10%, desidratadas em uma concentração crescente de soluções 

de etanol e embebidas em parafina. Os blocos foram seccionados com 

espessura de 5 μm e corados com hematoxilina-eosina (H&E). O patologista 

realizou a análise histológica desconhecendo os genótipos dos camundongos. 

O escore inflamatório foi determinado como: 0- ausência de miocardite: 

ausência ou mínimo infiltrado inflamatório focal; 1- miocardite leve: infiltrado 

inflamatório discreto, focal ou multifocal, com escassa agressão aos 

cardiomiócitos; 2- miocardite moderada: infiltrado inflamatório nítido, 

predominantemente multifocal com eventuais áreas difusas (coalescência), 

com múltiplos focos de agressão aos cardiomiócitos; 3- miocardite intensa: 

infiltrado inflamatório exuberante, predominantemente difuso, com múltiplos 

focos de agressão dos cardiomiócitos. 

 

 
5.11. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Os resultados foram analisados utilizando-se o software Graph Pad Prism 

 
8. Para comparações entre 2 parâmetros utilizamos o teste Mann-Whitney e 
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para comparações de vários parâmetros utilizamos os testes Two-way ANOVA, 

Tukey’s e Bonferroni para múltiplas comparações. 

 

 
6. RESULTADOS 

 
6.1. SINALIZAÇÃO DE STING É NECESSÁRIA PARA A PRODUÇÃO DE 

CITOCINAS EM RESPOSTA À INFECÇÃO PELO TRYPANOSOMA CRUZI 

A infecção com Trypanosoma cruzi induz a produção de uma variedade 

de citocinas que são importantes para controlar a replicação dos parasitas e o 

estabelecimento da doença. Embora o aumento da expressão dos IFNs do tipo 

I, IL-6 e IL-12 tenha sido observado na infecção por T. cruzi, os mecanismos 

subjacentes ainda não são totalmente compreendidos. Dados anteriores 

sugerem que uma via de sinalização dependente de TBK-1 e IRF3 é essencial 

para a indução IFN-β em resposta a T. cruzi (46). Dado que o STING é uma 

das principais moléculas que interage com as proteínas TBK-1 e IRF3, 

buscamos avaliar seu papel na produção IFN-β em resposta ao parasita. Como 

o STING também está envolvido na indução de citocinas pró-inflamatórias 

dependentes de NF-kB (86), procuramos determinar seu papel na produção de 

IL-6 e IL-12 durante a infecção. Para responder nossa pergunta, usamos 

macrófagos RAW-Lucia™ ISG e RAW-Lucia™ ISG-STING-KO, que são 

suficientes ou deficientes para a expressão STING, respectivamente. Essa 

linhagem de macrófagos é capaz de produzir e liberar luciferase no meio da 

cultura em resposta à ativação de vias de sinalização dependentes de IRF. 

Incubamos essas células com a cepa Y do T. cruzi por 16 horas para permitir a 

infecção, removemos parasitas residuais e incubamos por mais 24 horas para 
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coletar RNA total e sobrenadante para análises subsequentes, como a 

avaliação da atividade de luciferase, expressão gênica e produção de citocina 

(Fig. 4A). Nós observamos que os macrófagos STING-KO apresentaram 

ativação significativamente menor das vias dependentes de IRF do que o 

controle em resposta à infecção por T. cruzi (Fig. 4B). Além disso, também 

observamos que as células STING-KO infectadas apresentaram expressão 

gênica significativamente menor de IFN-β, IL-6 e IL-12 (Fig. 4C, D e E, 

respectivamente). Corroborando nossos resultados, encontramos uma 

produção significativamente menor dessas citocinas por células STING-KO 

infectadas, quando comparadas às células ISG também infectadas (Fig. 4F, G 

e H respectivamente). 

Para melhor caracterizar o papel da sinalização STING na infecção por T. 

cruzi, avaliamos a expressão gênica de TNF-α e a produção de óxido nítrico 

em resposta ao parasita e não observamos diferença significativa entre as 

células STING-KO e ISG (Figuras suplementares 1A e 2A, respectivamente). 

No geral, nossos resultados indicam que STING é necessário para a produção 

de citocinas-chave envolvidas na imunidade contra o T.cruzi. 
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Figura 4. Sinalização de STING é necessária para a produção de citocinas 
em reposta à infecção pelo T. cruzi. Macrófagos RAW-ISG ou RAW-STING 
KO foram infectados por 16 horas com 30 tripomastigotas por célula. (A) 
Desenho experimental criado em Biorender. (B) Atividade de luciferase 
dependente da ativação de IRF em macrófagos RAW-ISG e RAW-STING KO 
infectados ou não. (C-E) Análise por PCR em tempo real da expressão gênica 
de IFN-β, IL-6 e IL-12 em células RAW-ISG e RAW-STING KO infectadas ou 
não. O gene HPRT1 foi usado como controle endógeno. (F-H) Análise por 
Luminex da produção das citocinas IFN-β, IL-6 e IL-12 no sobrenadante de 
cultura de células RAW-ISG ou RAW-STING KO infectadas. Os valores de IFN- 
β, IL-6 e IL-12 no sobrenadante de células não infectadas foram subtraídos. NS 
= não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Tukey’s multiple 
comparison test (B-E). Mann-Whitney test (F-H). Os dados são apresentados 
como média ± S.D. (B-H). 

 

 
6.2. INFECÇÃO PELO PARASITA É NECESSÁRIA PARA ATIVAR 

SINALIZAÇÃO DEPENDENTE DE STING 

Sabendo que o STING participa de sinalizações intracelulares, 

procuramos avaliar se a infecção seria necessária para ativar as vias 
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dependentes de STING. Para abordar essa questão, submetemos o parasita a 

uma temperatura de 56°C para que ele fosse morto, e então incubamos com 

macrófagos RAW-Lucia ISG e RAW-STING KO por 16 horas. Lavamos as 

células e incubamos por mais 24 horas para coletar RNA total e sobrenadante 

para avaliação da atividade luciferase e expressão gênica (Fig. 5A). Não 

observamos diferença significativa na atividade da luciferase ao comparar as 

células STING-KO e ISG expostas ao parasita morto com seus respectivos 

controles não expostos (Fig. 5B). Também não encontramos diferenças 

significativas na expressão gênica de IFN-β, IL-6 e IL-12 em resposta à 

exposição ao parasita morto pelo calor (Fig. 5C, D e E, respectivamente). 

Nenhuma indução significativa de expressão gênica de TNF-α foi encontrada 

em células STING-KO e ISG expostas ao parasita morto (figura suplementar 

1B). Portanto, nossos resultados sugerem que a infecção pelo parasita é 

necessária para ativar a sinalização dependente de STING. 
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Figura 5. Infecção pelo parasita é necessária para ativar sinalização 
dependente de STING. Macrófagos RAW-ISG e RAW-STING KO foram 
expostos ao T. cruzi morto pelo calor, na proporção de 30 parasitas por célula, 
por 16 horas. (A) Desenho experimental criado em Biorender. (B) Atividade de 
luciferase dependente de IRF em macrófagos RAW-ISG e RAW-STING KO 
expostos ou não ao T. cruzi morto. (C-E) Análise por PCR em tempo real da 
expressão gênica de IFN-β, IL-6 e IL-12 em células RAW-ISG e RAW-STING 
KO expostas ou não ao parasita morto. O gene HPRT1 foi usado como controle 
endógeno. NS = não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Tukey’s 
multiple comparison test (B-E). Os dados são apresentados como média ± S.D. 
(B-H). 

 

 
6.3. DNA DO TRYPANOSOMA CRUZI INDUZ EXPRESSÃO DE CITOCINAS 

DE FORMA DEPENDENTE DE STING 

A detecção de DNA intracelular por diferentes receptores resulta na 

ativação da sinalização dependente de STING (65, 77, 87-90). Por isso, 

acreditamos que STING desempenharia um papel no reconhecimento do DNA 

do parasita, levando à indução de citocinas. Para testar nossa hipótese, 

transfectamos células RAW-ISG e RAW-STING KO com DNA do T. cruzi e 40 

horas após a transfecção, coletamos RNA total e sobrenadante para avaliação 

da atividade de luciferase e expressão gênica (Fig. 6A). Observamos que o 

STING foi essencial para a ativação de vias dependentes de IRF, uma vez que 

as células STING KO apresentaram atividade de luciferase significativamente 

menor após a transfecção quando comparadas às células ISG transfectadas 

(Fig. 6B). Como observado para a infecção, as células STING-KO 

apresentaram expressão gênica de IFN-β, IL-6 e IL-12 significativamente 

menor em resposta ao DNA do T. cruzi (Fig. 6C, D e E respectivamente). 

Embora as células STING-KO e ISG tivessem expressão gênica de TNF-α 

semelhante após a infecção, vimos que a transfecção do DNA do parasita 



30 

 

 

resultou no aumento da expressão gênica de TNF-α em células ISG quando 

comparada ao controle não infectado, o que não foi observado nas células 

STING-KO (Figura suplementar 1C). 

Para garantir que nosso sistema estava funcionando corretamente, 

transfectamos células RAW-Lucia ISG e STING-KO com poly IC (ligante TLR3) 

e c-di-GMP (ligante STING). Observamos que, enquanto as células STING-KO 

respondiam ao poly IC, c-di-GMP não provocou nenhuma atividade de 

luciferase ou expressão gênica. Além disso, observamos que a transfecção 

com c-di-GMP não foi capaz de induzir a expressão gênica de IL-6 e IL-12, 

enquanto o poly IC falhou em induzir a expressão gênica IL-12 em células 

RAW-ISG, o que não ocorreu após infecção por parasitas ou transfecção de 

DNA (Figura suplementar. 3A, B, C e D, respectivamente), sugerindo que 

possa haver algum mecanismo alternativo para ativação da via. Juntos, nossos 

resultados indicam que STING é necessário para reconhecimento intracelular 

de DNA do T. cruzi e ativação imunológica contra o parasita. 
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Figura 6. DNA do Trypanosoma cruzi induz expressão de citocinas de 
forma dependente de STING. Macrófagos RAW-ISG e RAW-STING KO foram 
transfectados com o DNA do parasita por 24 horas. (A) Desenho experimental 
criado em Biorender. (B) Atividade de luciferase dependente de IRF em 
macrófagos RAW-ISG e RAW-STING KO transfectados ou não (NT) com DNA 
do T. cruzi. (C-E) Análise por PCR em tempo real da expressão gênica de IFN- 
β, IL-6 e IL-12 em células RAW-ISG e RAW-STING KO transfectadas ou não.  
O gene HPRT1 foi usado como controle endógeno. NS = não estatisticamente 
significante. Two-way ANOVA e Tukey’s multiple comparison test (B-E). Os 
dados são apresentados como média ± S.D. (B-H). 

 

 
6.4. SINALIZAÇÃO DE STING AUMENTA RESISTÊNCIA À INFECÇÃO E 

PROMOVE RESPOSTAS IMUNE INATA E ADAPTATIVA CONTRA O T. 

CRUZI 

Trabalhos anteriores demonstraram que IFN-β, IL-6 e IL-12 são 

necessários para o controle imunológico contra o Trypanosoma cruzi (34, 42, 

45). Dado nossos resultados in vitro, nós hipotetizamos que os camundongos 

STING-KO seriam mais suscetíveis à infecção, devido a uma resposta imune 

prejudicada ao parasita. Para testar nossa hipótese, infectamos camundongos 
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C57BL6 e STING-KO com a cepa Y do T. cruzi por via intraperitoneal (Fig. 7A) 

e observamos que os camundongos STING-KO eram menos eficazes em 

controlar a parasitamia (Fig. 7B). Além disso, análise de PCR mostrou maior 

quantidade de DNA do T. cruzi no coração de animais STING-KO infectados 

quando comparado aos camundongos C57BL6 (Fig. 7C), indicando que a 

sinalização de STING desempenha um papel no controle do parasita. 

Para investigar o impacto da deficiência de STING na resposta imune ao 
 

T. cruzi, realizamos análise histológica cardíaca de animais infectados e não 

observamos diferença na magnitude do infiltrado inflamatório 13 dias após a 

infecção (Fig. 7D e E). Análise por PCR em tempo real do tecido cardíaco, nos 

dias 4, 7 e 13 pós infecção, revelou um aumento cinético na expressão de 

genes relacionados ao controle imunológico do parasita em ambos os grupos 

de animais. No entanto, encontramos uma menor expressão gênica de IFN-β, 

IL-12, CXCL9, IFN-γ e perforina no coração dos camundongos STING-KO 

quando comparados aos camundongos C57BL6 (Fig.8A, C, E e F, 

respectivamente). A expressão gênica de IL-6 foi menor no coração de 

camundongos STING-KO infectados, embora não tenha sido estatisticamente 

significante (Fig. 8B). Também encontramos menor expressão gênica de TNF-α 

no coração de camundongos STING-KO 13 dias após a infecção (Figura 

suplementar. 1D). Para avaliar mais a fundo nossos dados, realizamos análises 

de correlação e constatamos que, embora a expressão gênica de IFN-β, IL-6 e 

IL-12 não tenha apresentado correlação com o DNA de T. cruzi no coração 

(Fig. 8G, H e I, respectivamente), a expressão gênica de CXCL9, IFN-γ e 

perforina foi inversamente correlacionada com a quantidade de DNA de T. cruzi 

no coração de animais infectados  13 dias após a infecção  (Fig. 8J, K  e L, 



33 

 

 

respectivamente). Além disso, observamos uma correlação positiva entre a 

expressão gênica de CXCL9, IFN-γ e perforina no coração de animais 

infectados (Figura complementar 4A-C). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 7. Sinalização de STING promove resistência contra a infecção 
com T. cruzi. Camundongos C57BL6 e STING KO foram infectados, de forma 
intraperitoneal, com 50 mil formas da cepa Y do T. cruzi. (A) Desenho 
experimental criado em Biorender. (B) Parasitemia de animais C57BL6 e 
STING KO. (C) PCR em tempo real para DNA do T. cruzi no coração dos 
animais nos dias 4, 7 e 13 pós infecção. (D-E) Análise histológica do coração 
de animais C57BL6 e STING KO 13 dias pós infecção. NS = não 
estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Bonferroni’s multiple 
comparison test (B-C). Two-way ANOVA e Tukey’s multiple comparison test (E 



34 

 

 

Os dados são apresentados como média ± S.D. (B, D). Os dados são 
apresentados como média ± S.E.M. (C). 



34 

 

 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e
 i

fn
-

 (
2

-
c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 i
fn

-
 (

2
-

c
t ) 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e
 c

x
c

l9
 (
2

-
c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 c

x
c
l9

 (
2

-
c

t ) 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e

 i
fn

-
 (

2
-

c
t ) 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e
 i

l-
6
 (

2
-

c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 i
fn

-
 (

2
-

c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 i
l-

6
 (

2
-

c
t ) 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e
 i

l-
1

2
 (

2
-

c
t ) 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 d
e
 p

rf
1
 (

2
-

c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 i
l-

1
2
 (

2
-

c
t ) 

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 p

rf
1
 (

2
-

c
t ) 

 
A 0.004 

 
0.003 

 

0.002 

 

0.001 

 
 

p=0.0008 p=0.0002 

 
 
 
 
 

NS 

 

STING KO 

C57BL6 

 
B 0.3 

 
0.2 

 
 

0.1 

 

STING KO 

C57BL6 

 
C 0.08 

 
0.06 

 

0.04 

 

0.02 

 

 
STING KO 
C57BL6 

 

0.000      

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

D 30 

p=0.0075 

NS 
 

20 
 

NS 

 

10 

 
 
 
 
 

 
STING KO 
C57BL6 

 

0.0 

 
 

E 2.0 

 
1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 
 

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

 
 
 
 
 

 
STING KO 
C57BL6 

 

0.00 

F 1.5 

1.0 

0.5 

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

STING KO 
C57BL6 

 

0      

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

G 0.005 

0.004 

 
0.003 

 
0.002 

 
0.001 

 
 
 
 
 

R
2 

= 0.1592 

p = 0.1575 

 

0.0 

 
 
 

H 0.8 

 
0.6 

 

0.4 

 

0.2 

 
 

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

 

R
2 

= 0.0017 

p = 0.8870 

 

0.0 

I 0.10 

0.08 

 
0.06 

 
0.04 

 
0.02 

 
 

0 5 10 15 

Dias pós infecção 

 

R
2 

= 0.2238 

p = 0.0876 

 
0.000 

 

 
0 1 2 3 

 
0.0 

 

 
0 1 2 3 

 
0.00 

 

 
0 1 2 3 

DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) 

J 40 

 
30 

 

20 

 

10 

 
 

R
2 

= 0.4347 

p = 0.0103 

 
K 2.0 

 
1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 
 

R
2 

= 0.4447 

p = 0.0092 

L 1.5 

1.0 

0.5 

R
2 

= 0.3139 

p = 0.0372 

0 

0 1 2 3 

0.0 

0 1 2 3 

0.0 

0 1 2 3 

DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) DNA T. cruzi em 25 ng DNA do coração (log) 

Figura 8. Deficiência de STING prejudica a resposta imune contra T. cruzi 
em camundongos infectados. (A-F) Análise por PCR em tempo real da 
expressão gênica de IFN-β, IL-6, IL-12, CXCL9, IFN-γ e perforina no coração 
de animais C57BL6 e STING KO nos dias 4, 7 e 13 pós infecção. (G-L) Análise 
de correlação da expressão de IFN-β, IL-6, IL-12, CXCL9 e perforina com DNA 
do parasita dos animais C57BL6 (círculos vermelhos) e STING KO (círculos 
azuis) 13 dias pós infecção. NS = não estatisticamente significante. Two-way 
ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison test (A-F). Pearson’s correlation (G- 
L). Os dados são apresentados como média ± S.E.M. 
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apresentam expressão gênica de IFN-β e IL-6 significativamente maior no baço 

no dia 4 após a infecção quando comparados aos camundongos STING-KO 

(Fig. 9A e B), indicando que a sinalização de STING pode desempenhar um 

papel precoce na resposta imune inata, favorecendo a indução de citocinas- 

chave contra o T. cruzi. Como encontrado no nosso ensaio de infecção in vitro, 

a expressão gênica de TNF-α foi semelhante no baço dos camundongos 

STING-KO e C57BL6 infectados, sendo maior no dia 4 após a infecção e 

diminuindo ao longo do tempo (Figura suplementar 1E). Para complementar 

nossa análise, também foi avaliada a produção de óxido nítrico por 

esplenócitos de animais infectados 4, 7 e 13 dias após a infecção e não 

encontramos diferença significativa entre os grupos (Figura suplementar 2B). 

Está bem estabelecido que as respostas imunes inatas e adaptativas 

contribuem para o controle do parasita e que as células T CD8+ são de 

extrema importância para imunidade contra o T. cruzi (56, 57). Por isso, 

perguntamos se a sinalização STING também seria importante para a 

diferenciação de células T CD8+. Para responder esta pergunta, realizamos um 

experimento de citometria de fluxo usando esplenócitos para investigar a 

produção de IFN-γ e de perforina por células T CD8+ específicas para o 

peptídeo TSKB20 (Fig. 9D). Como esperado, encontramos números muito 

baixos de células T CD8+ produzindo IFN-γ ou perforina e células duplo 

positivo para IFN-γ/perforina em animais não infectados (Fig. 9E-G). Por outro 

lado, quando infectados, observamos números significativamente maiores de 

células T CD8+ específicas para TSKB20 produzindo IFN-γ e IFN-γ/perforina 

em camundongos C57BL6 quando comparados aos camundongos STING-KO 

(Fig. 9H-J). Os números de células T CD8+ específicas que produzem apenas 
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perforina foram semelhantes em ambos os grupos (Fig. 9I). Coletivamente, 

nossos resultados indicam que a sinalização STING promove respostas 

imunológicas inata e adaptativa protetoras que ajudam a controlar a infecção 

por T. cruzi. 
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Figura 9. Deficiência de STING prejudica a imunidade contra T. cruzi em 
camundongos infectados. (A-C) Análise por PCR em tempo real da 
expressão gênica de IFN-β, IL-6 e IL-12 no baço de animais C57BL6 e STING 
KO nos dias 4, 7 e 13 pós infecção. (D) Análise intracelular por citometria de 
fluxo de células T CD8+ produzindo IFN-γ e perforina 13 dias pós infecção. (E- 
F) Número (#) de células T CD8+ produzindo IFN-γ e perforina em esplenócitos 
totais provenientes de camundongos não infectados, não estimulados (N.E.) ou 
estimulados com peptídeo TSKB20. (H-J) Número (#) de células T CD8+ 
produzindo IFN-γ e perforina em esplenócitos totais provenientes de 
camundongos infectados, não estimulados (N.E.) ou estimulados com peptídeo 
TSKB20. NS = não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e 
Bonferroni’s multiple comparison test (A-C). Two-way ANOVA e Tukey’s 
multiple comparison test (E-J). apresentados como média ± S.E.M. (A-C). Os 
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7. DISCUSSÃO 

 
Neste estudo, mostramos que a sinalização STING é necessária para a 

produção de IFN-β, IL-6 e IL-12 por macrófagos em resposta à infecção pela 

cepa Y do Trypanosoma cruzi. Demonstramos também que a infecção celular é 

necessária para ativar a sinalização STING e que STING é essencial para a 

ativação imunológica mediada pelo DNA do T. cruzi. Além disso, nossos 

resultados revelaram que a sinalização STING promove respostas imunes inata 

e adaptativa contra o parasita em camundongos, contribuindo para um melhor 

controle da parasitemia e do parasitismo cardíaco. 

Respostas imunes inata e adaptativa são necessárias para controlar a 

replicação do T. cruzi e o estabelecimento da doença (91). Previamente, a 

produção de IFN-β dependente de TLR foi associada ao controle de parasitas 

em células dendríticas e macrófagos, e ao aumento da resistência à infecção 

em camundongos (45). No entanto, dados contrastantes demonstraram que 

fibroblastos e macrófagos deficientes para MyD88, TRIF, TLR-2, 3 e 4 

continuaram a produzir IFN-β em resposta ao T. cruzi, enquanto as células 

deficientes para TBK-1 e IRF3 foram significativamente prejudicadas (46). Aqui, 

mostramos que a sinalização STING, que está intimamente relacionada ao 

TBK-1 e IRF3 (86), não só é necessária para a ativação de vias dependentes 

de IRF e para a produção de IFN-β em macrófagos infectados, como também 

promove a produção de IL-6 e IL-12, citocinas que estão envolvidas na 

resistência do hospedeiro à infecção (34, 42, 45, 47, 92). Embora a sinalização 

de STING na imunidade a muitos patógenos tenha sido bem determinada (76, 
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93), nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar sua implicância no contexto da 

infecção por Trypanosoma cruzi. 

O fato de não termos observado ativação imunológica em macrófagos 

RAW-ISG após 16 horas de incubação com tripomastigotas mortos pelo calor 

indica que a infecção é necessária para impulsionar a sinalização dependente 

de STING, em contraste com dados anteriores em que observaram a produção 

de IFN-β por fibroblastos embrionários de camundongos contra parasitas 

mortos (46). Embora os macrófagos RAW possam internalizar o T. cruzi 

através da fagocitose (94), isso pareceu não ter impacto em nosso modelo. 

Como esperado, a transfecção com o DNA do parasita desencadeou uma 

ativação robusta das vias dependentes de IRF e expressão dos genes IFN-β, 

IL-6 e IL-12 de forma dependente de STING, reforçando o papel da sinalização 

STING na detecção de DNA intracelular e na defesa do hospedeiro, assim 

como contra infecção microbiana. 

Dado nossos resultados in vitro, hipotetizamos que a sinalização de 

STING desempenharia um papel importante na proteção contra a infecção por 

T. cruzi. De fato, descobrimos que a ausência de STING prejudicou o controle 

do parasita, pois observamos maior parasitemia em camundongos STING-KO. 

Notamos também uma diferença precoce no controle da infecção sistêmica, 

com 60% menos parasitas sanguíneos em camundongos C57BL6 no dia 4 

após a infecção, indicando que a imunidade inata possa ter um grande impacto 

no controle inicial da infecção. Maior expressão gênica de IFN-β e IL-6 nos 

baços de camundongos C57BL6 no mesmo período corrobora nossa hipótese. 

Outros estudos sobre imunidade inata têm mostrado intensidade e cinética 

distintas no controle de parasitas, com diferenças tardias na parasitemia sendo 
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observadas com maior frequência (37, 42, 45, 92). Além disso, deve-se 

considerar também variações na cepa do parasita e na quantidade do inóculo 

ao interpretar esses dados. 

Em nosso modelo, a deficiência de STING resultou em maior parasitismo 

cardíaco, sugerindo comprometimento da imunidade local. Apesar de não 

encontramos diferença na intensidade do infiltrado inflamatório no coração, a 

baixa expressão de genes relacionados à proteção imunológica contra infecção 

aguda em camundongos STING-KO aponta para o papel da sinalização de 

STING na formação da resposta imunológica local. A cinética da resposta 

imune local pode ter contribuído para o controle precoce do parasita, uma vez 

que animais C57BL6 apresentaram aumento bem mais considerável nos níveis 

de expressão de IFN-β após 7 dias de infecção, simultaneamente ao início da 

detecção de DNA do parasita no coração desses animais, indicando que a 

sinalização STING leva à resposta local de IFN-β que pode impedir a infecção 

posterior. Nesse sentido, um trabalho anterior demonstrou indução precoce da 

resposta de IFN tipo I contra a cepa Y do T. cruzi na pele de camundongos 

infectados, embora nenhum papel na proteção tenha sido avaliado (43). O fato 

de termos observado expressão gênica de IL-12 significativamente maior nos 

corações dos camundongos C57BL6 no dia 13 após a infecção sugere que a 

sinalização STING pode ter um impacto distinto na cinética de diferentes 

respostas imunes inatas contra o parasita. 

A quimiocina CXCL9, conhecida por promover infiltrado de células T 

efetoras em tecidos infectados e resposta imune protetora contra T. cruzi (95- 

97), estava significativamente mais expressa no coração de animais C57BL6 

após 13 dias de infecção, assim como IFN-γ e perforina. Além disso, nossa 
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análise demonstrou uma correlação positiva entre esses 3 genes, indicando 

que a sinalização de STING promove um influxo de células produtoras de IFN-γ 

e perforina para o coração de animais infectados, de maneira dependente de 

CXCL9. Embora as células T CD4+ tenham sido demonstradas como uma 

fonte importante de IFN- γ durante a infecção (98, 99) e as células NK também 

possam migrar em resposta ao CXCL9 (100) e produzir IFN- γ e perforina (32, 

101), as células T CD8+ ainda são a população mais abundante no coração de 

animais infectados (102, 103), corroborando a nossa hipótese de que essas 

células desempenham um papel importante nos nossos achados. No entanto, 

entendemos que uma investigação mais aprofundada será necessária para 

demonstrar se a via de sinalização dependente de STING é capaz de modular 

células T CD4+ e NK durante a infecção. 

Nossa análise de citometria de fluxo revelou que a deficiência de STING 

tem um impacto negativo nos números de células T CD8+ IFN-γ+ específicas 

para o T. cruzi e células T CD8+ produtoras de IFN-γ/perforina no dia 13 após  

a infecção, o que pode explicar por que encontramos menor expressão gênica 

de IFN-γ e perforina nos corações de camundongos STING-KO infectados. Em 

contraste ao nosso trabalho, animais com deficiência para TLR4 mostraram ter 

a produção de IFN-γ, TNF-α e óxido nítrico no baço em resposta a T. cruzi 

prejudicada, mas ter imunidade celular mediada por células T  CD8+ 

preservada (37). Embora trabalho anterior tenha demonstrado que a geração 

de células T CD8+ específicas para o T. cruzi não seja afetada pela ausência 

de sinalização de interferon tipo I (104), o prejuízo na produção de IFN-β, IL-6 e 

IL-12 contra o parasita em camundongos STING-KO visto no nosso estudo 

pode ter tido um impacto mais considerável na geração de linfócitos T CD8+. 
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De fato, essas três citocinas têm sido demonstradas como promotoras de 

ativação, proliferação e sobrevivência de células T CD8+, apoiando nossa 

hipótese (105-109). 

As células T CD8+ produtoras de perforina têm um papel contraditório na 

infecção aguda e crônica pelo T. cruzi (62, 110). No entanto, as células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ foram indicadas como protetoras tanto em modelos 

experimentais quanto em pacientes (62, 111-114). Aqui, mostramos um 

prejuízo mais proeminente em células T CD8+ produtoras de IFN-γ em 

camundongos STING-KO, sugerindo que a sinalização de STING possa ser 

responsável por promover uma resposta imune mediada por células T CD8+ 

mais eficaz contra T. cruzi. Portanto, acreditamos que nossos resultados 

trazem uma contribuição importante para o campo da imunoparasitologia, 

revelando novos mecanismos moleculares subjacentes à imunidade  contra 

este notável patógeno. 

 
 

 
8. CONCLUSÃO 

 

Nossos dados sugerem que a via dependente de STING é importante 

para o reconhecimento do Trypanosoma cruzi e para a formação da resposta 

imunológica contra o parasita, contribuindo para a proteção contra a infecção 

aguda. 
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10. ANEXOS 

 

10.1 ANEXO A – FIGURAS SUPLEMENTARES 
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Figura suplementar 1. Deficiência de STING tem impacto variável na 
indução de TNF-α em resposta ao T. cruzi. (A) Análise por PCR em tempo 
real da expressão gênica de tnf-α em células RAW-ISG e RAW-STING KO 
infectadas ou não. (B) Análise por PCR em tempo real da expressão gênica de 
tnf-α em células RAW-ISG e RAW-STING KO expostas ou não ao T. cruzi 
morto. (C) Análise por PCR em tempo real da expressão gênica de TNF-α em 
células RAW-ISG e RAW-STING KO transfectadas ou não com DNA do T. 
cruzi. (D, E) Análise por PCR em tempo real da expressão gênica de TNF-α no 
coração de animais C57BL6 e STING KO nos dias 4, 7 e 13 pós infecção. O 
gene HPRT1 foi usado como controle endógeno em todas as situações. NS = 
não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Tukey’s multiple 
comparison test (A-C). Os dados são apresentados como média ± D.P. (A-C). 
Os dados são apresentados como média ± S.E.M. (D, E). 
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Figura suplementar 2. Deficiência de STING não tem impacto na produção 
de óxido nítrico contra o T. cruzi. (A) Detecção de nitrito no sobrenadante de 
células RAW-ISG e RAW-STING KO, 48 horas após a infecção. (B) Detecção 
de nitrito no sobrenadante de esplenócitos provenientes de camundongos 
C57BL6 e STING KO dos dias 4, 7 e 13 pós infecção, incubados por 48 horas. 
NS = não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Tukey’s multiple 
comparison test (A). Two-way ANOVA e Bonferroni’s multiple comparison test 
(B). Os dados são apresentados como média ± S.D. (A). Os dados são 
apresentados como média ± S.E.M. (B). 

STING KO ISG

0

10

20

30

40

50

N
it

ri
to

 (


M
)

Não infectado
Infectado

NS

NS

NS

NS

A

0 5 10 15

0

20

40

60

Dias pós infecção

N
it

ri
to

 (


M
)

STING KO

C57BL6

NS

NS

NS

B



50 

 

 

      p<0.0001  
 

p<0.0001 

NS 
 

p<0.0001 

 
 

  p<0.0001  

p<0.0001 

  NS  

 p<0.01 

p<0.001 

A B 

 
4×107 N.T 

Poly IC 

3×107 c-di-GMP 

 
2×107 

 

1×107 

 
 
 

0.025 

 
0.020 

 
0.015 

 
0.010 

 
0.005 

 

  NS  

p<0.0001 

 
 
 

N.T 

Poly IC 

c-di-GMP 

 

0 

STING KO ISG 
0.000  

STING KO ISG 

 
C D 

 
8   NS  

 
6 

 

4 

 

2 

 
 

N.T 

Poly IC 

c-di-GMP 

 

0.005 

 
0.004 

 
0.003 

 
0.002 

 
0.001 

 
N.T 

Poly IC 

c-di-GMP 

 

0 

STING KO ISG 
0.000  

STING KO ISG 

 
 
 

 

Figura suplementar 3. Células RAW STING-KO são responsivas à 
transfecção com poly IC, mas não ao c-di-GMP. (A) Atividade de luciferase 
dependente da ativação de IRF em células RAW-ISG e RAW-STING KO 
transfectadas ou não (NT). (B-D) Análise por PCR em tempo real da expressão 
gênica de IFN-β, IL-6 e IL-12 em células RAW-ISG e RAW-STING KO 
transfectadas ou não. O gene hprt foi usado como controle endógeno. NS = 
não estatisticamente significante. Two-way ANOVA e Tukey’s multiple 
comparison test (A-D). Os dados são apresentados como média ± S.D. (A-D). 
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Figura suplementar 4. A expressão gênica de IFN-γ, perforina e CXCL9 
apresentam correlação positiva no coração de animais infectados. (A) 
Análise de correlação da expressão gênica de IFN-γ, perforina e CXCL9 no 
coração de animais C57BL6 e STING KO 13 dias pós infecção. NS = não 
estatisticamente significante. Pearson’s correlation (A-C). Os dados são 
apresentados como média ± S.E.M. 
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Abstract: Compelling evidence point towards type I interferons, innate cytokines and CD8+ T 

cells as major players in protection against acute Trypanosoma cruzi infection. 

However, the mechanisms underlying parasite-driven immunity are still not fully 

understood. Previous data indicate that a TBK-1/IRF3-dependent signaling pathway is 

responsible for IFN-β production in response to the parasite. Therefore, we 

hypothesized that STING would play a role in immunity to T. cruzi , given its intimate 

interaction with TBK-1 and IRF3. Here, we showed that STING signaling is required for 

production of IFN-β, IL-6 and IL-12 in response to infection in macrophages. We 

demonstrated that cellular infection is necessary to trigger STING signaling and that 

STING is essential for T. cruzi DNA-mediated induction of IFN-β, IL-6 and IL-12 gene 

expression. Our data revealed that STING signaling promotes splenic and heart IFN-β, 
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expression with parasite DNA in the hearts of infected animals and a positive 
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signaling in immunity to Trypanosoma cruzi, contributing to a better understanding of 

the molecular mechanisms involved in acute infection. 
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26 Compelling evidence point towards type I interferons, innate cytokines and CD8+ 
 

27 T cells as major players in protection against acute Trypanosoma cruzi infection. 
 

28 However, the mechanisms underlying parasite-driven immunity are still not fully 
 

29 understood.  Previous  data  indicate  that  a  TBK-1/IRF3-dependent  signaling 
 

30 pathway  is  responsible  for   IFN-β  production   in  response  to  the   parasite. 
 

31 Therefore, we hypothesized that STING would play a role in immunity to T. cruzi, 
 

32 given its intimate interaction with TBK-1 and IRF3. Here, we showed that STING 
 

33 signaling is required for production of IFN-β, IL-6 and IL-12 in response to 
 

34 infection in macrophages. We demonstrated that cellular infection is necessary 
 

35 to trigger STING signaling and that STING is essential for T. cruzi DNA-mediated 
 

36 induction of IFN-β, IL-6 and IL-12 gene expression. Our data revealed that STING 
 

37 signaling promotes splenic and heart IFN-β, IL-6 and IL-12 expression in mice 
 

38 and that STING deficiency results in a lower number of splenic parasite-specific 
 

39 IFN-γ and IFN-γ/perforin-producing CD8+ T cells. Although we observed similar 
 

40 heart inflammatory infiltrates in infected animals, the expression of IFN-β, IL-12, 
 

41 CXCL9, IFN-γ and perforin genes was lower in the absence of STING. Moreover, 
 

42 we found an inverse correlation between CXCL9, IFN-γ and perforin gene 
 

43 expression with parasite DNA in the hearts of infected animals and a positive 
 

44 correlation among these 3 genes. Finally, we demonstrated that STING-knockout 
 

45 mice had higher parasitemia throughout the course of infection, in addition to 
 

46 having higher parasitism in the heart. Therefore, our work demonstrates a pivotal 
 

47 role for STING signaling in immunity to Trypanosoma cruzi, contributing to a 
 

48 better understanding of the molecular mechanisms involved in acute infection. 
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51 Chagas disease is caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi and 
 

52 affects over 8 million people worldwide. Although the inability of mounting a 
 

53 balanced, protective immune response has been suggested to contribute to the 
 

54 development of lifelong chronic illness with different clinical forms in 30-40% of 
 

55 the infected individuals, the molecular mechanisms underlying host-parasite 
 

56 interactions are still unclear. Here, we demonstrated that a well-known signaling 
 

57 molecule involved in intracellular DNA sensing (STING) is required for T. cruzi- 
 

58 driven induction of key innate cytokines related to immune protection against the 
 

59 parasite. We also showed that STING signaling is important for generation of 
 

60 parasite-specific CD8+ T cells, which are major players in adaptive immunity 
 

61 against T. cruzi. Our data revealed that impaired STING signaling results in 
 

62 increased number of blood parasites and higher amounts of T. cruzi DNA in the 
 

63 hearts of infected mice, indicating a protective role for this signaling pathway in 
 

64 infection.  Therefore,  our  study  brings  a  valuable  contribution  to  the  field of 
 

65 immunoparasitology by unveiling new molecular mechanisms underlying host- 
 

66 parasite interactions and immune responses to T. cruzi, which may impact the 
 

67 understanding of disease establishment and how to improve treatment. 

 

68 
 
 

69 
 
 

70 
 
 

71 



73 Introduction 
 

 

 

74 Chagas disease is caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi and 
 

75 affects over 8 million people worldwide. While most individuals present chronic 
 

76 asymptomatic infection with low parasitism, 30-40% either have or will develop 
 

77 cardiomyopathy, digestive megasyndromes, or both [1]. Imbalanced host 
 

78 immune response to persistent infection is suggested to favor heart inflammation 
 

79 and development of chronic Chagas cardiomyopathy (CCC) [2, 3]. Nevertheless, 
 

80 effective innate and adaptive immunity are still likely to be the most reasonable 
 

81 form of protection against disease establishment. 

 

82 Host-parasite interactions during acute T. cruzi infection are complex and 
 

83 incompletely understood. Toll-like receptors (TLRs) 2, 4 and 9, and their adaptor 
 

84 molecule MyD88 have been implicated in the recognition of pathogen-associated 
 

85 molecular patterns (PAMPs), parasite-driven immune activation and resistance 
 

86 to infection [4-8]. In addition, NOD-like receptors (NLRs) were shown to promote 
 

87 infection control, since NOD1 and NLRP3-deficient mice present higher 
 

88 susceptibility to the parasite [9, 10]. Although TLR deficiency leads to impaired 
 

89 innate immunity against T. cruzi, preserved parasite-specific CD8+ T cells were 
 

90 observed [11]. NOD1 and NLRP3 deficiency were related to lower production of 
 

91 nitric oxide (NO) and inflammatory cytokines, while the impact on adaptive 
 

92 immunity was not evaluated [9, 10]. Whether other molecular pathways 
 

93 participate in T. cruzi-directed immunity remains to be addressed. 
 

94 Interleukin-6 (IL-6) and IL-12 are crucial for immune-mediated resistance to T. 
 

95 cruzi, as shown either by infection of genetically deficient mice or in vivo cytokine 
 

96 neutralization [12-15]. Type I interferon (IFN I) responses are early triggered at 
 

97 the site of parasite inoculation [16] and may provide protection or susceptibility, 



 

 

98 depending on the infection route [17, 18]. NK cells are early IFN-γ producers 
 

99 against T. cruzi and are responsible for killing extracellular parasites [19, 20]. In 
 

100 terms of adaptive immunity, Th1 cells figure as an important source of IFN-γ, 
 

101 promoting  activation  of  macrophages  in  addition  to  providing  help  for other 
 

102 effector cells [21-23]. Th17 cells can also protect infected macrophages and were 
 

103 shown to provide IL-21-dependent activation of CD8+ T cells [24]. Unlike CD4+ 
 

104 T cells, parasite-specific CD8+ T cells are essential for infection control, either by 
 

105 promoting protection during early contact with the parasite or by limiting parasite 
 

106 burden during chronic infection [25, 26]. Perforin-producing CD8+ T cells have a 
 

107 contradictory role against T. cruzi, being related to myocarditis and heart damage 
 

108 in chronically infected mice [27, 28]. On the other hand, IFN-γ-producing CD8+ T 
 

109 cells have been indicated as protective in both experimental models and patients, 
 

110 although a dysregulated IFN-γ response may be suggested as detrimental in 
 

111 CCC [3, 28-32]. 
 

112 TLR-dependent IFN-β production has been previously implicated in parasite 
 

113 control in dendritic cells and macrophages, and shown to increase resistance to 
 

114 infection in mice [33]. However, contrasting data have demonstrated that TLR- 
 

115 deficient cells still produce IFN-β in response to T. cruzi, while TANK-binding 
 

116 kinase 1 (TBK-1) and interferon regulatory factor 3 (IRF3)-deficient cells are 
 

117 significantly impaired [34]. TBK-1 and IRF3 participate in multiple molecular 
 

118 processes [35, 36], including the stimulator of interferon genes (STING) signaling 
 

119 pathway [37]. STING-driven signaling is known to result in production of IFN I and 
 

120 inflammatory cytokines in response to intracellular DNA and cyclic dinucleotides, 
 

121 promoting host defense against pathogens, including many protozoans [38, 39]. 
 

122 Despite the intimate interaction among TBK-1, IRF3 and STING, its function in T. 



 

 

123 cruzi infection still needed to be determined. Here, we demonstrated that STING 
 

124 signaling is required for IFN-β, IL-6 and IL-12 production in response to T. cruzi 
 

125 infection in macrophages. We also demonstrated that cellular infection is 
 

126 necessary to trigger STING signaling and that STING is essential for T. cruzi 
 

127 DNA-mediated immune activation. Our results revealed that STING signaling 
 

128 promotes innate and adaptive immune responses to the parasite in mice, 
 

129 contributing to better control of parasitemia and heart parasitism. 

 

130  
 

131 Results 

 

132 STING is required for cytokine production in response to Trypanosoma 
 

133 cruzi infection 

 

134 Trypanosoma cruzi elicits a variety of cytokines that are important for controlling 
 

135 parasite replication and disease establishment. Although increased expression 
 

136 of type I IFNs, IL-6 and IL-12 have been implicated in T. cruzi infection, the 
 

137 underlying mechanisms are still not fully understood. Previous data suggest that 
 

138 a signaling pathway dependent on TBK-1 and IRF3 is essential for IFN-β 
 

139 induction in response to T. cruzi [34]. Given that STING is a main interactor of 
 

140 TBK-1 and IRF3 proteins, we aimed to evaluate its role on IFN-β production in 
 

141 response to the parasite. As STING has also been involved in induction of NF- 
 

142 kB-dependent pro-inflammatory cytokines [37], we sought to determine its role in 
 

143 IL-6 and IL-12 production during infection. To answer our question, we used 
 

144 RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ ISG-STING-KO macrophages, which are 
 

145 sufficient or deficient for STING expression, respectively, and are designed to 
 

146 secrete luciferase into the culture medium in response to activation of IRF- 



 

 

147 dependent signaling pathways. We incubated these cells with T. cruzi Y strain for 
 

148 16  hours  to  allow  infection,  removed  residual  parasites  and  incubated  for 
 

149 additional 24 hours to collect supernatant and total RNA for evaluation of 
 

150 luciferase activity, gene expression and cytokine production (Fig 1A). 
 

151 We observed that STING-KO macrophages had significantly lower activation of 
 

152 IRF-dependent pathways than control upon T. cruzi infection (Fig 1B). Our 
 

153 analysis also showed significantly lower IFN-β, IL-6 and IL-12 gene expression 
 

154 in STING-KO-infected cells (Fig 1C-1E). Corroborating our results, we found 
 

155 significantly   lower   cytokine   production   by   STING-KO-infected   cells when 
 

156 compared to RAW ISG-infected cells (Fig 1F-1H). To further characterize the role 
 

157 of STING signaling in T. cruzi infection, we also evaluated TNF-α gene 
 

158 expression and nitric oxide production in response to the parasite and observed 
 

159 no significant differences between STING-KO and RAW ISG cells (S1A and S2A 
 

160 Fig). Overall, our results indicate that STING is required for production of key 
 

161 cytokines involved in anti-T. cruzi immunity. 

 

162  
 

163 Parasite infection is necessary to activate STING-dependent signaling 

 

164 STING is known to be involved in intracellular signaling. Therefore, we sought to 
 

165 evaluate whether cellular infection would be necessary to activate STING- 
 

166 dependent pathways. To address this question, we heat-killed the parasite, 
 

167 incubated with RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ ISG-STING-KO 
 

168 macrophages for 16 hours, washed the cells and incubated for additional 24 
 

169 hours to collect supernatant and total RNA for evaluation of luciferase activity and 
 

170 gene expression (Fig 2A). 



 

 

171 We observed no significant difference in luciferase activity when comparing heat- 
 

172 killed T. cruzi-exposed STING-KO and RAW ISG cells with their respective 
 

173 unexposed controls (Fig. 2B). We also did not find significant differences in IFN- 
 

174 β, IL-6 and IL-12 gene expression in response to the heat-killed parasite (Fig 2C- 
 

175 2E). In addition, no significant induction of TNF-α gene expression was found in 
 

176 heat-killed T. cruzi-exposed STING-KO and RAW ISG cells (S1B Fig). Thus, our 
 

177 results suggest that parasite infection is necessary to activate STING-dependent 
 

178 signaling. 

 

179  
 

180 Trypanosoma cruzi DNA induces STING-dependent cytokine expression 

 

181 Intracellular DNA sensing by different receptors has been shown to result in 
 

182 activation of STING-dependent signaling [40-45]. Therefore, we hypothesized 
 

183 that STING would play a role in parasite DNA recognition, leading to cytokine 
 

184 induction. To test our hypothesis, we transfected RAW-Lucia™ ISG and RAW- 
 

185 Lucia™ ISG-STING-KO cells with T. cruzi Y strain DNA, collected supernatant 
 

186 and total RNA 40 hours after transfection and evaluated luciferase activity and 
 

187 gene expression (Fig 3A). 

 

188 We found that STING was essential for DNA-mediated activation of IRF- 
 

189 dependent pathways, as STING KO cells showed significantly lower luciferase 
 

190 activity upon transfection (Fig 3B). As observed for infection, STING-KO cells had 
 

191 significantly lower IFN-β, IL-6 and IL-12 gene expression in response to T. cruzi 
 

192 DNA (Fig 3C-3E). Although STING-KO and RAW ISG cells had similar TNF-α 
 

193 gene expression upon infection, we found that parasite DNA transfection resulted 



 

 

194 in increased TNF-α gene expression in RAW ISG cells when compared to 
 

195 uninfected control, which was not observed in STING-KO cells (S1C Fig). 
 

196 To  ensure our  system  was  working  properly,  we  transfected  RAW  ISG and 
 

197 STING-KO cells with poly IC (TLR3 ligand) and c-di-GMP (STING ligand). We 
 

198 observed  that  while  STING-KO  cells  were  responsive  to  poly  IC, c-di-GMP 
 

199 elicited  no  luciferase activity or  gene  expression. Transfection  with c-di-GMP 
 

200 failed to induce IL-6 and IL-12 gene expression while poly IC failed to induce IL- 
 

201 12 gene expression in RAW ISG cells, which did not occur upon parasite infection 
 

202 or DNA transfection (S3A-S3D Fig). Taken together, these results indicate that 
 

203 STING is required for immune activation in response to intracellular recognition 
 

204 of T. cruzi DNA. 

 

205  
 

206 STING signaling increases resistance to infection and promotes anti-T. 
 

207 cruzi innate and adaptive immune responses 
 

208 Previous  works have  demonstrated that  IFN-β,  IL-6 and IL-12 are required for 
 

209 immune control of Trypanosoma cruzi [12, 13, 33]. Given our in vitro results, we 
 

210 hypothesized that STING-KO mice would be more susceptible to infection, due 
 

211 to an impaired immune response to the parasite. To test our hypothesis, we 
 

212 intraperitoneally infected C57BL6 and STING-KO mice with T. cruzi Y strain (Fig 
 

213 4A) and found that STING-KO mice were less effective in controlling parasitemia 
 

214 (Fig 4B). PCR analysis showed higher amounts of T. cruzi DNA in the hearts of 
 

215 STING-KO infected animals when compared to C57BL6 (Fig 4C), indicating that 
 

216 STING signaling plays a role in parasite control. 



 

 

217 To investigate the impact of STING deficiency on immune response to T. cruzi, 
 

218 we performed heart histological analysis of infected animals and observed no 
 

219 difference in the magnitude of inflammatory infiltration 13 days after infection (Fig 
 

220 4D and 4E). Real-time PCR analysis of the heart tissue at days 4, 7 and 13 after 
 

221 infection revealed a kinetic increase in the expression of genes related to immune 
 

222 control of the parasite in both groups of animals. However, we found significantly 
 

223 lower IFN-β, IL-12, CXCL9, IFN-γ and perforin gene expression in the hearts of 
 

224 STING-KO mice when compared to C57BL6 mice (Fig 5A and 5C-5F). IL-6 gene 
 

225 expression was lower in the hearts of STING-KO-infected mice, although it was 
 

226 not statistically significant (Fig 5B) and we also found lower TNF-α gene 
 

227 expression in the hearts of STING-KO mice 13 days after infection (S1D Fig). To 
 

228 further evaluate our data, we performed correlation analysis and found that 
 

229 although IFN-β, IL-6 and IL-12 gene expression had no correlation with T. cruzi 
 

230 DNA in the heart at day 13 after infection (Fig 5G-5I), CXCL9, IFN-γ and perforin 
 

231 gene expression were inversely correlated with T. cruzi DNA (Fig 5J-5L). We also 
 

232 observed a positive correlation between CXCL9, IFN-γ and perforin gene 
 

233 expression in the heart of infected animals (S4A-4C Fig). 
 

234 To have a more systemic view of the immune response to the parasite in the 
 

235 context of STING signaling, we evaluated the spleens of STING-KO and C57BL6- 
 

236 infected mice at days 4, 7 and 13 after infection and observed that IFN-β, IL-6 
 

237 and IL-12 gene expression was higher at day 4 in both groups of animals, 
 

238 decreasing at days 7 and 13 (Fig 6A-6C). However, we found that C57BL6 mice 
 

239 had significantly higher IFN-β and IL-6 gene expression in the spleen at day 4 
 

240 after infection when compared to STING-KO mice (Fig 6A and 6B), indicating that 
 

241 STING signaling may play a role in early induction of key cytokines against T. 



 

 

242 cruzi. TNF-α gene expression was similar in the spleens of STING-KO and 
 

243 C57BL6-infected mice, being higher at day 4 after infection and decreasing over 
 

244 time (S1E Fig). We also evaluated nitric oxide production by splenocytes of 
 

245 infected animals 4, 7 and 13 days after infection and found no significant 
 

246 difference between groups (S2B Fig). 

 

247 It is well-established that innate and adaptive immune responses contribute to 
 

248 parasite control and that CD8+ T cells are major players in anti-T. cruzi immunity 
 

249 [46, 47]. Therefore, we asked whether STING signaling would also be important 
 

250 for effector CD8+ T cell differentiation. To answer this question, we performed 
 

251 flow cytometry using splenocytes to investigate IFN-γ and perforin production by 
 

252 CD8+ T cells against a T. cruzi H-2Kb-restricted peptide named TSKB20 (Fig 6D). 
 

253 As expected, we found very low numbers of splenic IFN-γ, perforin and IFN- 
 

254 γ/perforin-producing CD8+ T cells in uninfected animals (Fig 6E-6G). On the 
 

255 other hand, we observed significantly higher numbers of splenic TSKB20-specific 
 

256 IFN-γ and IFN-γ/perforin-producing CD8+ T cells in C57BL6 mice when 
 

257 compared to STING-KO mice (Fig 6H and 6J). The numbers of splenic TSKB20- 
 

258 specific CD8+ T cells producing only perforin were similar in both groups (Fig 6I). 
 

259 Collectively, our results indicate that STING signaling promotes innate and 
 

260 adaptive immune responses that help control T. cruzi infection. 

 

261  
 

262 Discussion 

 

263 Innate and adaptive immune responses are required for controlling T. cruzi 
 

264 replication and disease establishment [48]. Although TLR-dependent IFN-β 
 

265 production increase resistance to infection in mice [33], contrasting data have 



 

 

266 demonstrated that MyD88, TRIF, TLR-2, 3 and 4-deficient cells still produce IFN- 
 

267 β in response to T. cruzi, while TBK-1 and IRF3-deficient cells are significantly 
 

268 impaired [34]. Here, we showed that STING signaling, which is intimately related 
 

269 to TBK-1 and IRF3 [37], is not only required for activation of IRF-dependent 
 

270 pathways and for production of IFN-β in infected macrophages, but also promotes 
 

271 IL-6 and IL-12 production, which are involved in host resistance to infection [12- 
 

272 14, 17, 33]. Although STING signaling in immunity to many pathogens has been 
 

273 well-determined [38, 39], our work is the first to address its implication in 
 

274 Trypanosoma cruzi infection. 
 

275 Our data showing no immune activation of RAW ISG macrophages upon 16 
 

276 hours of incubation with heat-killed trypomastigotes indicates that infection is 
 

277 necessary to drive STING-dependent signaling, in contrast to previous data 
 

278 demonstrating IFN-β production by mouse embryonic fibroblasts against dead 
 

279 parasites [34]. Although RAW macrophages may internalize T. cruzi through 
 

280 phagocytosis [49], it seemed to have no impact on our model. As expected, 
 

281 parasite DNA transfection triggered robust STING-driven activation of IRF- 
 

282 dependent pathways and expression of IFN-β, IL-6 and IL-12 genes, reinforcing 
 

283 the role of STING signaling in intracellular DNA sensing and host defense against 
 

284 microbial infection [45]. 

 

285 Given our in vitro results, we conceived that STING signaling would play a role in 
 

286 protection against T. cruzi infection. In fact, we found that STING absence 
 

287 disrupted parasite control, as we observed higher parasitemia in STING-KO mice. 
 

288 We noticed an early difference in systemic infection control, with 60% less blood 
 

289 parasites in C57BL6 mice at day 4 after infection, indicating that innate immunity 
 

290 may have had a major impact on initial parasite infection. Higher IFN-β and IL-6 



 

 

291 gene expression in the spleens of C57BL6 mice at the same period corroborates 
 

292 our hypothesis. Although other studies regarding innate immunity have shown 
 

293 distinct intensity and kinetics in parasite control, late differences in parasitemia 
 

294 were more frequently observed [11, 12, 14, 33]. Moreover, one should also 
 

295 consider variations in parasite strain and inoculum when interpreting these data. 

 

296 STING deficiency resulted in higher heart parasitism, suggesting impairment of 
 

297 local immunity. Although we found no difference in the intensity of myocardial 
 

298 inflammatory infiltrate, the quality of the immune response may have been 
 

299 affected, as suggested by lower expression of genes related to immune 
 

300 protection against acute infection in the hearts of STING-KO mice. The kinetics 
 

301 of the local immune response may have also contributed to early parasite control, 
 

302 as C57BL6 mice presented a much more efficient IFN-β response at day 7 after 
 

303 infection, when parasite DNA started to be detected in the heart. Supporting our 
 

304 hypothesis, previous data have demonstrated early induction of type I IFN 
 

305 response against T. cruzi Y strain at the skin of infected mice [16]. 

 

306 CXCL9 chemokine gene expression, known to promote migration of effector T 
 

307 cells to infected tissues and protective immune response against T. cruzi [50-53], 
 

308 was found to be significantly higher in the hearts of C57BL6 mice at day 13 after 
 

309 infection, as was IFN-γ and perforin gene expression. In addition, our analysis 
 

310 also demonstrated a positive correlation among these 3 genes, indicating that 
 

311 STING signaling drives CXCL9-dependent infiltration of IFN-γ and perforin- 
 

312 producing cells in the hearts of acutely infected animals. Although CD4+ T cells 
 

313 have been demonstrated as an important source of IFN-γ during infection [54, 55] 
 

314 and NK cells may also migrate in response to CXCL9 [56] and express IFN-γ and 
 

315 perforin [19, 20], CD8+ T cells are still the most predominant infiltrated population 



 

 

316 in the heart [57, 58], leading to the hypothesis that these cells may play a major 
 

317 role in ours findings. Nevertheless, further investigation will be necessary to 
 

318 demonstrate whether STING signaling modulates NK and CD4+ T cells during 
 

319 infection. 
 

320 Our flow cytometry analysis revealed a negative impact of STING deficiency on 
 

321 the numbers of splenic parasite-specific IFN-γ and IFN-γ/perforin-producing 
 

322 CD8+ T cells at day 13 after infection, which may explain why we found lower 
 

323 IFN-γ and perforin gene expression in the hearts of STING-KO-infected mice. In 
 

324 contrast to our data, TLR4-deficient animals were shown to have preserved CD8+ 
 

325 T cells while having impaired innate immunity against T. cruzi [11], indicating a 
 

326 broader function of STING signaling in immune responses to the parasite. While 
 

327 generation of T. cruzi-specific CD8+ T cells has been shown to be unaffected by 
 

328 the absence of type I interferon signaling [59], we believe that impairment in the 
 

329 production of IFN-β, IL-6 and IL-12 against the parasite in STING-KO mice may 
 

330 have had a major impact on the adaptive immunity. In fact, these three cytokines 
 

331 have been shown to promote CD8+ T cell activation, proliferation, and survival 
 

332 [60-64], supporting our hypothesis. 

 

333 Perforin-producing CD8+ T cells have a contradictory role in acute and chronic 
 

334 T. cruzi infection, being related to myocarditis and heart damage in chronically 
 

335 infected mice [27, 28]. IFN-γ-producing CD8+ T cells have been indicated as 
 

336 protective in both experimental models and patients, although a dysregulated 
 

337 IFN-γ response may be suggested as detrimental in chronic Chagas disease 
 

338 cardiomyopathy [3, 28-32]. Here, we showed an inverse correlation of CXCL9, 
 

339 IFN-γ and perforin expression with parasite DNA in the hearts of infected animals, 
 

340 reinforcing a protective role for these genes in acute infection. Moreover, we 



 

 

341 found a more prominent impairment in parasite-specific IFN-γ-producing CD8+ T 
 

342 cells in STING-KO mice, suggesting that STING signaling may be responsible to 
 

343 promote a more effective CD8+ T cell-mediated immune response against T. 
 

344 cruzi. Therefore, we believe our results bring an important contribution to the field 
 

345 of imunoparasitology by unveiling new molecular mechanisms underlying 
 

346 immunity against this remarkable pathogen. 

 

347  
 

348 Materials and methods 

 

349 Cell culture, Trypanosoma cruzi infection and cellular transfections 
 

350 LLC-MK2 cells (ATCC) were routinely cultured in DMEM10 (high glucose 
 

351 Dulbecco's Modified Eagle Medium, supplemented with 10% fetal bovine serum 
 

352 (FBS) (Thermo Fisher)) at 37°C and 5% CO2. These cells were infected with the 
 

353 Trypanosoma cruzi Y stain in DMEM2 to maintain the parasite. 
 

354 Heat-killed parasites were obtained by incubation of trypomastigotes in DMEM2 
 

355 at 56°C for 10 minutes. Parasite DNA was obtained by incubating heat-killed 
 

356 trypomastigotes in lysis buffer (Tris.HCl 0.1M, pH 8.5; EDTA 5mM, pH 8.0; NaCl 
 

357 0.2M, SDS 0.2%, and 100 µg of Proteinase K in water) at 37°C and 600 rpm for 
 

358 18h, followed by precipitation with isopropanol at 8600 x g for 5 min, washing with 
 

359 ethanol 70%, centrifugation at 8600 x g for 5 min and resuspension in 
 

360 DNAse/RNAse-free water. 
 

361 RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ ISG-KO-STING macrophages (InvivoGen) 
 

362 were plated in 24-well plates (Corning) at density of 105 cells per well in 500 µl of 
 

363 DMEM2  24h  before  infection,  exposure  to  heat-killed  trypomastigotes  or 
 

364 transfections. The cells were incubated for 16h with 3x106 live or heat-killed 



 

 

365 trypomastigotes per well in 300 µl of DMEM2, washed with PBS and incubated 
 

366 for additional 24h in 300 µl of DMEM2. Supernatant was harvested and total RNA 
 

367 extracted. Alternatively, the cells were transfected with 80 ng of parasite DNA 
 

368 complexed with lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) in 300 µl of OPTIMEM 
 

369 (Thermo Fisher) per well, accordingly to manufacturer’s instructions. As 
 

370 experimental controls, the cells were transfected either with 1.0 μg/ml of c-di- 
 

371 GMP   (InvivoGen)   or   0.5   μg/ml   of   Poly  I:C  (InvivoGen)   complexed with 
 

372 lipofectamine 2000 in 300 µl of OPTIMEM. Supernatant was harvested and total 
 

373 RNA extracted 40h after transfection. 

 

374  
 

375 Luciferase activity and cytokine measurement 

 

376 Twenty microliters of supernatant from infected, heat-killed parasite-exposed or 
 

377 transfected RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ ISG-KO-STING macrophages 
 

378 were mixed with 50 μl of QUANTI-Luc™ (InvivoGen) and immediately read in a 
 

379 Smart Line TL luminometer (Titertek Berthold), with acquisition time of 1 second 
 

380 for determination of luciferase activity. The detection of IFN-β, IL-6 and IL-12 
 

381 cytokines in the supernatant of infected RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ 
 

382 ISG-KO-STING macrophages was performed using the Mouse Custom 
 

383 ProcartaPlex kit (Thermo Fisher), accordingly to manufacturer’s instructions. The 
 

384 samples  were  read  with  a  MagPix  Luminex  system  (Merck  Millipore)  and 
 

385 analyzed using the Milliplex Analyst software (Merck Millipore). 

 

386  
 
 

387  
 

388 Ethics statement 



 

 

389 The study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) 
 

390 of the Faculty of Medicine, University of Sao Paulo (FMUSP), under protocol 
 

391 number 1567/2020, and carried out in accordance with Brazilian Federal Law 
 

392 number 11,794 on scientific use of animals and the National Institutes of Health 
 

393 guide for the care and use of Laboratory animals. 

 

394  
 

395 Mice and experimental infection 

 

396 Six to eight weeks old male wild-type BALB/c, wild-type C57BL/6 and STING- 
 

397 knockout mice (STING-KO) were maintained at the Tropical Medicine Institute II, 
 

398 Faculty of Medicine, University of Sao Paulo. The animals were housed in groups 
 

399 of up to 5 per cage in a room with controlled light and temperature (12h light/dark 
 

400 cycles, 21 ± 2°C), and free access to food and water. 

 

401 The Trypanosoma cruzi Y strain was maintained in BALB/c mice and used to 
 

402 infect wild-type C57BL6 and STING-KO mice. Blood was collected from 
 

403 euthanized BALB/c mice at the peak of infection and centrifuged at 200 x g for 10 
 

404 min. The supernatant was harvested, centrifuged at 3800 x g and the pellet of 
 

405 parasites resuspended in RPMI1640 (Thermo Fisher). Fifty thousand 
 

406 trypomastigotes in 200 µl of RPMI1640 were intraperitoneally injected in each 
 

407 C57BL6 and STING-KO mouse. Parasitemia was monitored by counting the 
 

408 number of trypomastigotes in 5 µl of fresh blood collected from the tail vein as 
 

409 previously described [65]. 

 

410  
 

411 Nitrite detection 



 

 

412 RAW-Lucia™ ISG and RAW-Lucia™ ISG-KO-STING macrophages were plated 
 

413 and  incubated  with  live  trypomastigotes for 16h, as previously described. The 
 

414 cells were washed with PBS and incubated for additional 48h in 300 µl of high 
 

415 glucose DMEM without phenol red (Nova Biotecnologia). Alternatively, 
 

416 splenocytes from 4, 7 and 13 days-infected C57BL6 and STING-KO mice were 
 

417 incubated for 48h at a density of 5 x105 cells in 200 µl of high glucose DMEM 
 

418 without phenol red per well. The supernatant was harvested, centrifuged at 15000 
 

419 x g for 5 min. The Nitric Oxide Assay kit (Thermo Fisher) was used accordingly 
 

420 to manufacturer’s instructions for total nitrate and nitrite detection with an Epoch 
 

421 spectrophotometer (Biotek). 

 

422  
 

423 Real-time PCR 

 

424 Total RNA extraction from RAW macrophages, hearts and spleens was 
 

425 performed using Trizol reagent (Thermo Fisher), RNeasy Fibrous Tissue kit 
 

426 (Qiagen) and RNeasy mini kit (Qiagen), respectively. Synthesis of cDNA was 
 

427 performed using the Superscript II Reverse Transcriptase (Thermo Fisher), 
 

428 accordingly to manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using 
 

429 Power SyBr green master mix (Thermo Fisher) and a QuantStudio 12k 
 

430 thermocycler (Thermo Fisher) with the following parameters: 95 °C for 15 min, 40 
 

431 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. The primer sequences were: HPRT1 
 

432 forward 5’-GTTGGGCTTACCTCACTGCT-3’; HPRT1 reverse 5’- 

 
433 GCAAAAAGCGGTCTGAGGAG-3’; IFNβ forward 5’- 

434 TGGGAGATGTCCTCAACTGC-3’; IFNβ reverse 5’- 

435 CCAGGCGTAGCTGTTGTACT-3’; IL-6 forward 5’- 

436 CCCCAATTTCCAATGCTCTCC-3’; IL-6 reverse 5’- 



 

 

437 GGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3’; IL-12 forward 5’- 

438 GAAGTCCAATGCAAAGGCGG-3’; IL-12 reverse 5’- 

439 GAACACATGCCCACTTGCTG-3’; TNFα forward 5’- 

440 ATGGCCTCCCTCTCATCAGT-3’; TNFα reverse 5’- 

441 TTTGCTACGACGTGGGCTAC-3’; CXCL9 forward 5’- 

442 CCAAGCCCCAATTGCAACAA-3’; CXCL9 reverse 5’- 

443 AGTCCGGATCTAGGCAGGTT-3’; IFN-γ forward 5’- 

444 AGCAAGGCGAAAAAGGATGC-3’; IFN-γ reverse 5’- 

445 TCATTGAATGCTTGGCGCTG-3’; PRF1 forward 5’- 

446 TGGTGGGACTTCAGCTTTCC-3’; PRF1 reverse 5’- 

447 GAAAAGGCCCAGGAGGAACA-3’. 
   

 

448 For detection of parasite DNA in the hearts of infected animals, we extracted DNA 
 

449 using the FlexiGene Kit (Qiagen), accordingly to manufacturer's instructions and 
 

450 used previously described primer sequences [66]. Real-time quantitative PCR 
 

451 was performed using Power Sybr green Master mix and the Quanti Studio 3 
 

452 thermocycler (Thermo Fisher). The β-actin gene was used as an endogenous 
 

453 control and the calculation of parasitism in the heart was based on a T. cruzi DNA 
 

454 dilution curve. 

 

455  
 

456 Flow cytometry 
 

457 Spleens from uninfected and 13 days-infected C57BL6 and STING-KO mice 
 

458 were aseptically removed and disrupted using 70 µm Cell strainer (Corning). Red 
 

459 blood cells were lysed using ACK lysis buffer (Thermo Fisher), the samples were 
 

460 centrifuged at 300 x g for 5 min and splenocytes resuspended in R10 medium 



 

 

461 (RPMI1640 supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium 
 

462 pyruvate,  1%  vol/vol  non-essential  amino  acids  solution,  1%  vol/vol vitamin 
 

463 solution, 40 µg/mL of Gentamicin and 5×10−5 M 2β-mercaptoethanol, all from 
 

464 Thermo Fisher). Splenocytes were plated in 96-well round bottom plates 
 

465 (Corning) at a density of 0.5 x 106 cells in 200 µl of R10 medium and stimulated 
 

466 with 10 µg/mL of the T. cruzi H2-Kb-restricted peptide TSKB20 in the presence of 
 

467 5 µg/ml of Brefeldin A (Biolegend) for 14h at 37ºC and 5% CO2. DMSO and PMA 
 

468 (50 ng/mL) plus Ionomycin (500 ng/mL) (Sigma) were used as negative and 
 

469 positive control stimuli, respectively. 

 

470 After stimulation, the cells were transferred to 96-well V-bottom plates (Corning), 
 

471 centrifuged at 300x g for 5 minutes and stained with the monoclonal antibodies 
 

472 anti-CD3  APC-Cy7  (BD Biosciences), anti-CD4  PerCP  (BD Biosciences) and 
 

473 anti-CD8 PE-Cy7 (BD Biosciences) diluted in PBS for 30 minutes at 4°C. The 
 

474 cells were washed twice with PBS and fixed with BD Cytofix/Cytoperm™, 
 

475 accordingly to manufacturer's instructions. Thereafter, the cells were washed 
 

476 twice with BD Perm/Wash™ buffer and stained with the monoclonal antibodies 
 

477 anti-IFN-γ APC (BD Biosciences) and anti-Perforin PE (Biolegend) diluted in BD 
 

478 Perm/Wash™ buffer for 30 minutes at 4°C. The cells were washed twice with BD 
 

479 Perm/Wash™ buffer and resuspended in PBS. The samples were acquired with 
 

480 a FACS Canto II (BD Biosciences) cytometer and analyzed with FlowJo 10 
 

481 software (BD Biosciences). 

 

482  
 

483 Histological analysis 



 

 

484 Heart samples were fixed in a 10% buffered formalin solution, dehydrated in an 
 

485 increasing concentration of ethanol, and embedded in paraffin. The blocks were 
 

486 sectioned with a thickness of 5 μm and stained with hematoxylin-eosin (H&E). 
 

487 The pathologist performed blinded histological analysis and provided a score for 
 

488 the intensity of myocarditis. 

 

489  
 

490 Statistical analysis 

 

491 The results were analyzed using the Graph Pad Prism 8 software. We used 
 

492 Mann-Whitney test for comparisons between 2 parameters and Two-way 
 

493 ANOVA, Tukey's and Bonferroni’s tests for multiple comparisons. 

 

494  
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750 Figure captions 

 

751 Fig 1. STING signaling is required for cytokine production in response to T. 
 

752 cruzi infection. (A) Experimental procedure of in vitro T. cruzi infection. (B) IRF- 
 

753 dependent luciferase activity of uninfected and infected-RAW ISG and RAW ISG 
 

754 STING-KO cells. (C-E) Real-time PCR analysis of IFN-β, IL-6 and IL-12 mRNA 
 

755 expression in uninfected and infected-RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. 
 

756 HPRT1 was used as housekeeping gene. (F-H) Luminex analysis of IFN-β, IL-6 



 

 

757 and IL-12 cytokines in the supernatant of infected-RAW ISG and RAW ISG 
 

758 STING-KO cells. IFN-β, IL-6 and IL-12 values from supernatant of uninfected 
 

759 cells were subtracted. NS = no statistical significance. Two-way ANOVA and 
 

760 Tukey’s multiple comparison test (B-E). Mann-Whitney test (F-H). Data are 
 

761 shown as mean ±  S.D. (B-H). Experimental figure was created with 
 

762 BioRender.com. 

 

763  
 

764 Fig 2. Trypanosoma cruzi infection is necessary to activate STING- 
 

765 dependent signaling. (A) Experimental procedure with heat-killed T. cruzi. (B) 
 

766 IRF-dependent luciferase activity of unexposed and heat-killed T. cruzi exposed- 
 

767 RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. (C-E) Real-time PCR analysis of IFN- 
 

768 β,  IL-6  and  IL-12  mRNA  expression  in  unexposed  and  heat-killed  T.  cruzi 
 

769 exposed-RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. HPRT1 was used as 
 

770 housekeeping gene. NS = no statistical significance. Two-way ANOVA and 
 

771 Tukey’s multiple comparison test (B-E). Data are shown as mean ± S.D. (B-E). 
 

772 Experimental figure was created with BioRender.com. 

 

773  
 

774 Fig 3. Trypanosoma cruzi DNA activates STING-dependent signaling. (A) 
 

775 Experimental procedure of T. cruzi DNA transfection. (B) IRF-dependent 
 

776 luciferase activity of non-transfected (NT) and T. cruzi DNA-transfected RAW ISG 
 

777 and RAW ISG STING-KO cells. (C-E) Real-time PCR analysis of IFN-β, IL-6 and 
 

778 IL-12 mRNA expression in non-transfected (NT) and T. cruzi DNA-transfected 
 

779 RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. HPRT1 was used as housekeeping 
 

780 gene. NS = no statistical significance. Two-way ANOVA and Tukey’s multiple 



 

 

781 comparison test (B-E). Data are shown as mean ± S.D. (B-E). Experimental 
 

782 figure was created with BioRender.com. 

 

783  
 

784 Fig  4.  STING  signaling  increases  resistance  to  T.  cruzi  infection.  (A) 
 

785 Experimental  procedure  of  intraperitoneal  in  vivo  T.  cruzi  infection.  (B) 
 

786 Parasitemia of STING-KO and C57BL6-infected mice. (C) Real-time PCR 
 

787 analysis of T. cruzi DNA in the hearts of STING-KO and C57BL6 mice 4, 7 and 
 

788 13 days after infection. (D-E) Histological analysis of the hearts of STING-KO and 
 

789 C57BL6 mice 13 days after infection. NS = no statistical significance. Two-way 
 

790 ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test (B-C). Two-way ANOVA and 
 

791 Tukey’s multiple comparison test (E). Data are shown as mean ± S.D. (B, D). 
 

792 Data are shown as mean ± S.E.M. (C). Experimental figure was created with 
 

793 BioRender.com. 

 

794  
 

795 Fig 5. STING deficiency disrupts immune responses in the heart of T. cruzi- 
 

796 infected mice. (A-F) Real-time PCR analysis of IFN-β, IL-6, IL-12, CXCL9, IFN- 
 

797 γ and PRF1 mRNA expression in the hearts of STING-KO and C57BL6 mice 4, 
 

798 7 and 13 days after infection. (G-L) Correlation analysis of IFN-β, IL-6, IL-12, 
 

799 CXCL9, IFN-γ and PRF1 mRNA expression with T. cruzi DNA in the hearts of 
 

800 STING-KO (blue circles) and C57BL6 (red circles) mice 13 days after infection. 
 

801 NS = no statistical significance. Two-way ANOVA and Bonferroni’s multiple 
 

802 comparison test (A-F). Pearson’s correlation (G-L). Data are shown as mean ± 
 

803 S.E.M. (A-F). 

 

804 



 

 

805 Fig 6. STING deficiency impairs innate and adaptive immune responses in 

806 T. cruzi-infected mice. (A-C) Real-time PCR analysis of IFN-β, IL-6 and IL-12 

807 mRNA expression in the spleens of STING-KO and C57BL6 mice 4, 7 and 13 

808 days after infection. (D) Intracellular flow cytometry analysis of IFN-γ and perforin 

809 production by CD8+ T cells. (E-F) Number (#) of IFN-γ, perforin and IFN- 

810 γ/perforin producing-CD8+ T cells in total splenocytes of uninfected mice, non- 

811 stimulated (N.S) or stimulated with TSKB20 peptide 13 days after infection. (H-J) 

812 Number (#) of IFN-γ, perforin and IFN-γ/perforin producing-CD8+ T cells in total 

813 splenocytes of T. cruzi-infected mice, non-stimulated (N.S) or stimulated with 

814 TSKB20 peptide 13 days after infection. NS = no statistical significance. Two-way 

815 ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test (A-C). Two-way ANOVA and 

816 Tukey’s multiple comparison test (E-J). Data are shown as mean ± S.E.M. (A-C). 

817 Data are shown as mean ± S.D. (E-J). 

 

818 
 

 
819 

 

S1 Fig. STING deficiency has variable impact on TNF-α response to T. cruzi. 

820 (A) Real-time PCR analysis of TNF-α mRNA expression in uninfected and 

821 infected-RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. (B) Real-time PCR analysis 

822 of TNF-α mRNA expression in unexposed and heat-killed T. cruzi-exposed RAW 

823 ISG and RAW ISG STING-KO cells. (C) Real-time PCR analysis of TNF-α mRNA 

824 expression in non-transfected (NT) and T. cruzi DNA-transfected RAW ISG and 

825 RAW ISG STING-KO cells. (D-E) Real-time PCR analysis of TNF-α mRNA 

826 expression in the heart and spleen of STING-KO and C57BL6 mice 4, 7 and 13 

827 days after infection. Hprt1 was used as housekeeping gene. NS = no statistical 

828 significance. Two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test (A-C). Two- 



 

 

829 way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test (D-E). Data are shown as 
 

830 mean ± S.D. (A-C). Data are shown as mean ± S.E.M. (D-E). 

 
 

831 
 
 

832 S2 Fig. STING deficiency has no impact on nitric oxide production against 
 

833 T. cruzi. (A) Nitrite detection in the supernatant of uninfected and infected-RAW 
 

834 ISG and RAW ISG STING-KO cells 48h after infection. (B) Nitrite detection in the 
 

835 supernatant of splenocytes from STING-KO and C57BL6 mice at days 4, 7 and 
 

836 13 after infection, incubated for 48h. NS = no statistical significance. Two-way 
 

837 ANOVA  and  Tukey’s  multiple  comparison  test  (A).  Two-way  ANOVA  and 
 

838 Bonferroni’s multiple comparison test (B). Data are shown as mean ± S.D. (A). 
 

839 Data are shown as mean ± S.E.M. (B). 

 
 

840  
 
 

841 S3 Fig. RAW ISG STING-KO cells are responsive to poly IC but not to c-di- 
 

842 GMP transfection. (A) IRF-dependent luciferase activity of non-transfected (NT) 
 

843 and transfected RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. (B-D) Real-time PCR 
 

844 analysis of IFN-β, IL-6 and IL-12 mRNA expression in non-transfected (NT) and 
 

845 transfected RAW ISG and RAW ISG STING-KO cells. HPRT1 was used as 
 

846 housekeeping gene. NS = no statistical significance. Two-way ANOVA and 
 

847 Tukey’s multiple comparison test (A-D). Data are shown as mean ± S.D. (A-D). 

 
 

848  
 
 

849 S4 Fig. CXCL9, IFN-γ and perforin gene expression positively correlates in 
 

850 the hearts of infected animals. (A-C) Pearson’s correlation analysis of CXCL9, 



 

 

851 IFN-γ and PRF1 mRNA expression in the hearts of STING-KO (blue circles) and 
 

852 C57BL6 (red circles) mice 13 days after infection. 
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Th9 cells orchestrate allergic lung inflammation by promoting recruitment and activation 

of eosinophils and mast cells, and by stimulating epithelial mucus production, which 

is known to be mainly dependent on IL-9. These cells share developmental pathways 

with induced regulatory T cells that may determine the generation of one over the 

other subset. In fact, the FOXP3 transcription factor has been shown to bind il9 locus 

and repress IL-9 production. The microbiota-derived short-chain fatty acids (SCFAs) 

butyrate and propionate have been described as FOXP3 inducers and are known to 

have anti-inflammatory properties. While SCFAs attenuate lung inflammation by inducing 

regulatory T cells and suppressing Th2 responses, their effects on Th9 cells have not 

been addressed yet. Therefore, we hypothesized that SCFAs would have a protective 

role in lung inflammation by negatively modulating differentiation and function of Th9 

cells. Our results demonstrated that butyrate is more effective than propionate in 

promoting FOXP3 expression and IL-9 repression. In addition, propionate was found to 

negatively impact in vitro differentiation of IL-13-expressing T cells. Butyrate treatment 

attenuated lung inflammation and mucus production in OVA-challenged mice, which 

presented lower frequency of lung-infiltrated Th9 cells and eosinophils. Both Th9 cell 

adoptive transfer and IL-9 treatment restored lung inflammation in butyrate-treated 

OVA-challenged mice, indicating that the anti-inflammatory effects of butyrate may rely 

on suppressing Th9-mediated immune responses. 

Keywords: butyrate, Th9 cells, tregs, eosinophils, lung inflammation 
 

 

INTRODUCTION 
 

Helper T-cell differentiation takes place in secondary lymphoid organs, where the cytokine 
environment plays a key role in determining the fate of naïve T cells toward many CD4+ T-
Cellsubsets. These subsets include effector T helper 1 (Th1), Th2, Th9, and Th17 cells that 

secrete signature cytokines, and regulatory Foxp3 T (Treg) cells that help hold immune responses in 

check (1). Interleukin-4 (IL-4) is known to induce the differentiation of Th2 cells, characterized by 

expressing the transcription factors STAT6 and GATA-3, and by producing the cytokines IL-4, IL-5, 

and IL-13 (1). These cells are mainly involved in the pathogenesis of allergic diseases, promoting 

activation of eosinophils and mast cells, mucus production, and triggering antibody class switching 

to IgE in B cells, which can also be modulated by other T-cell subsets (2). 
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IL-9-producing T cells, which share developmental pathways 

with both Th2 and Treg cells, are differentiated in response      

to IL-4, but only when transforming growth factor-β (TGF-β)  

is present (3). These cells are characterized by expressing the 

transcription factors PU.1, STAT6, and IRF4, although other 

molecules are required for IL-9 production,  such  as  BATF  

and FOXO1 (4–8). STAT6 is particularly important in cellular 

polarization as it contributes to repressing TGF-β-mediated 

expression of FOXP3, known to be an IL-9 suppressor (5). Th9 

cells are the main cellular source of IL-9, but also produce other 

cytokines, such as IL-3, IL-10, and IL-21 (3). While described as 

important effectors against helminthic infections (9, 10), the role 

of Th9 cells in many inflammatory diseases, cancer, and allergies 

has been increasingly studied (11–14). 

Th9 cells are found in the draining lymph nodes and 

respiratory tract, especially during early phases of asthma 

development (15). The peripheral mononuclear blood cells 

(PBMC) of atopic infants and adults are featured by a higher 

frequency of Th9 cells when compared to healthy individuals 

(15, 16), while single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the 

genes encoding both IL-9 and its receptor (IL9R) have been 

associated with beneficial outcomes in allergen sensitization 

(17). Experimental data on the role of Th9 cells in lung 

inflammation have revealed that it mainly relies on promoting 

IL-9-dependent eosinophil and mast cell infiltration, mucus 

production  and  enhanced  release  of   Th2   cytokines   (18). 

In fact, transgenic expression of IL-9 is sufficient to cause 

bronchial hyperresponsiveness (19, 20), while antibody-mediated 

neutralization of this cytokine protects mice from inflammation 

(8). PU.1, IRF4, and BATF knockout mice present impaired 

differentiation of Th9 cells and lower inflammation (4, 6, 8). On 

the other hand, thymic stromal lymphopoietin (TSLP) and nitric 

oxide-mediated activation of these cells was shown to promote 

increased IL-9 production and disease exacerbation (21, 22). 

Although palliative treatments have  reduced  the  severity  

of symptoms and death of  asthma  patients,  there  is  no  

current therapeutic regimen that can cure the disease. A better 

understanding of the mechanisms involved in inflammation is 

likely to provide important cues on how to improve treatment 

and even cure asthma. In this context, an increasing interest     

in determining the role of the microbiota and their metabolites 

during disease development has arisen (23). 

Mucosal organs such as gut and lungs harbor a large collection 

of bacteria and other microorganisms that shape local  and  

distal immune responses (23, 24). Birth mode (vaginal or via 

cesarean section), diet, use of antibiotics and the surrounding 

environment represent some of the factors that influence 

microbiota diversity, which is suggested to play an important role 

in asthma susceptibility (23). Early life differential colonization 

may have a determinant role in this process and airway microbial 

diversity appears to be inversely associated with sensitization to 

house dust mites in childhood (25, 26). 

Experimental data on germ-free (GF) mice have demonstrated 

that lack of microbiota results in stronger ovalbumin (OVA)- 

induced type 2 airway inflammation and hypersensitivity, which 

can be reversed by co-housing GF mice with specific pathogen- 

free (SPF)-raised animals (27). In line with these observations, 

it  has  also  been  shown  that  antibiotic-mediated  depletion   

of the microbiota renders mice more susceptible to lung 

inflammation (28). However, not only the microorganisms but 

also their metabolites have been indicated as key players in 

controlling immune responses. In fact, microbiota metabolism 

of dietary fibers and production of short-chain fatty acids 

(SCFA),  such as propionate and acetate, has been considered    

a major mechanism by which microorganisms control airway 

inflammation. Induction of Tregs and dendritic cells with 

impaired capability of promoting effector Th2 responses were 

shown to play an important role in attenuating disease (29, 30). 

Nevertheless, the role of SCFAs on other T-cell subsets that 

participate in lung inflammation, such as Th9 cells, is yet to be 

addressed. 

Given the well-established role of butyrate and propionate   

in promoting FOXP3 expression during differentiation of Tregs 

(31, 32) and that FOXP3 is a potent IL-9 repressor (5, 33), we 

hypothesized that these SCFAs would have a negative impact  

on the development and function of Th9 cells. We confirmed 

previous data by showing that butyrate and propionate promote 

higher FOXP3 expression in the context of Treg differentiation. 

We  then  demonstrated  an  inverse  correlation  between  IL-9 

and FOXP3 expression when CD4+ T cells were exposed in 
vitro  to  butyrate  and  propionate  early  during  differentiation 

into Th9 cells.  Butyrate  was  found  to  be  more  efficient  

than propionate in promoting FOXP3 expression and IL-9 

repression. In addition, we  demonstrated  an  opposite  effect  

of butyrate and propionate on Th2 cells. While in  vitro  

butyrate  treatment  was  responsible  for  inducing  a  small, but 

significant increase in the frequency of IL-13+ T cells, propionate 
treatment  negatively  impacted  the  same  cells.  Moreover, we 

found that butyrate-treated OVA-challenged mice presented 

lower frequency of lung-infiltrated Th9 cells and attenuated 

inflammation, represented by lower frequency of lung-infiltrated 

eosinophils, less inflammatory infiltrates and lower mucus 

production. Adoptive transfer of OVA-specific Th9 cells and 

recombinant IL-9 treatment were both sufficient to restore lung 

inflammation in butyrate-treated mice, indicating that butyrate- 

mediated effects were likely to be dependent on suppression of 

Th9 cells. 

 

 
MATERIALS AND METHODS 

Animals and Ethics Statement 
Male C57BL/6, FOXP3 GFP, and OT-II mice (6–8 weeks old) 

were obtained from the animal facility of the Institute of 

Biomedical Sciences, University of São Paulo. Animals were 

housed in groups of up to 5 per cage in a light- and temperature- 

controlled  room  (12 h  light/dark  cycles,  21  ±  2◦C)  with  free 
access  to  food  and  water.  This  study  was  carried  out  in 

accordance with the recommendations of the National Institute 

of Health, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

and the Brazilian National Law (11.794/2008). The protocol was 

approved by the Institutional Animal Care and Use Committee 

(CEUA) of the University of São Paulo, under protocol number 

2015/006. 
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OVA-Induced Lung Inflammation 
Male C57BL/6 mice were intraperitoneally (IP) injected with 30 

µg of ovalbumin (OVA) grade V (Sigma) dissolved in Imject 

Alum (1.6 mg) (Thermo Fisher), diluted in 200 µl of PBS at 

days 0 and 7. OVA-sensitized mice were nebulized with an OVA- 
distillated  water  solution  (3%),  using  an  ultrasonic nebulizer 

device (Respira MaxⓍR ) for 15 min at days 14, 15, and 16. Control 
mice were sensitized as described and nebulized with water only. 

Mice were euthanized 24 h after the last nebulization (challenge) 

and lungs were extracted for further analysis. 

Butyrate Treatment 
Male C57BL/6 mice were IP injected with 250 µl of 1M butyric 

acid (butyrate) (Sigma) diluted in PBS (pH: 7.2) or PBS only at 

days 0, 1, 2, 7, 8, and 9 of OVA-sensitization. Mice treated during 

sensitization also received butyrate (IP) or PBS during the 3 days 

of OVA-nebulization (challenge). 

IL-9 Treatment and T Cell Adoptive Transfer 
OVA-sensitized butyrate-treated mice were intraperitoneally 

injected with 150 ng of recombinant murine IL-9 (R&D Systems) 

diluted  in  200  µl  of  PBS  or  PBS  only  at  days  1  and  2 of 

OVA nebulization. Alternatively, butyrate-treated mice were 
intraperitoneally injected with 2 × 106 OT-II Th0, Th2, or Th9 
cells the day before OVA nebulization. OT-II Th2 and Th9 cells 

were differentiated in vitro as described in T cell differentiation 

topic. 

 

Lung Digestion and Flow Cytometry 
Mice were euthanized and lungs collected,  washed  in  ice-  

cold PBS, cut in small pieces and incubated in R-10 medium 

[RPMI-1640 (Thermo Fisher) supplemented with 10% FBS 

(Thermo Fisher), 2 mM L-glutamine (Thermo Fisher), 1 mM 

sodium pyruvate (Thermo Fisher), 1% non-essential amino acids 

(Thermo Fisher), 1% Pen/Strept (Thermo Fisher), 1% vitamin 

solution (Thermo Fisher), and 5 × 10−5 M 2β-mercaptoetanol 
(Sigma)] containing 0.5 mg/ml of collagenase IV (Thermo 
Fisher)  and  30 µg/ml  of  DNAse  (Sigma),  at  37◦C  for  45 min 
and 180 rpm. Digested tissues were passed through 100 µm cell 

strainers (Sigma) and centrifuged. Pellets were resuspended in  

1 ml of ACK buffer (Thermo Fisher) for 2 min, centrifuged  and 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 1 | Butyrate and propionate enhances FOXP3 expression in CD4+ T cells differentiated into Tregs. Naïve CD4+ T cells (CD62L+CD44low) were sorted from 
spleens of FOXP3 GFP mice and cultured in 96-well flat bottom plates with plate bound anti-CD3 (2 µg/ml) and soluble anti-CD28 (0.5 µg/ml) in the presence of Treg 

(TGF-β 2 ng/ml and IL-2 10 ng/ml) differentiation condition for 4 days. Butyrate and propionate (250 µM) were added in the culture at day 0. At day 4, cells were 

restimulated with with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml), and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and analyzed by flow cytometry (A). The 
frequencies of FOXP3+ and/or IL-9+ CD4+ T cells (B) and FOXP3+ and/or IL-10+ CD4+ T cells (C) are represented by bar graphs. Data are shown as mean ± S.D. 
Linear regression, Two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. NS, not significant. 

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Vieira et al. Butyrate Negatively Modulates Th9 Cells 

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 4 January 2019 | Volume 10 | Article 67 

 

 

 

resuspended in R-10 medium for further analysis. Cells extracted 

from lungs were stimulated with PMA (Sigma) 50 ng/ml, 

ionomycin  (Sigma)  500 ng/ml,  and  brefeldin  A   (Biolegend) 
5 µg/ml  for  4 h  at  37◦C  and  5%  CO2.  T  cell  surface  staining 
was performed for 30 min at 4◦C using the following antibodies 
diluted in PBS: anti-CD45 PercP (BD Biosciences), anti-CD4 

APCCy7 (Biolegend) and anti-CD8 FITC (Biolegend). Cells were 

then fixed and permeabilized using the Cytofix/Cytoperm kit (BD 

Biosciences). Intracellular staining was performed for 30 min at 

4◦C with the following antibodies diluted in Perm/wash buffer 
(BD Biosciences): anti-CD3 APC (BD Biosciences), anti-IL-9 

PE (Biolegend), and anti-IL-13 PECy7 (Biolegend). To evaluate 

lung-infiltrated  Tregs,  cells  were  surfaced  stained  for 30 min 

at  4◦C  using  the  following  antibodies  diluted  in  PBS:  anti- 
CD45 PercP (BD Biosciences), anti-CD3 APC (BD Biosciences), 

and  anti-CD4  APCCy7  (Biolegend).  FOXP3  expression  was 

determined using the FOXP3/Transcription Factor Staining 

Buffer Set (eBioscience) with anti-FOXP3 PE (Biolegend), 

according to the manufacturer’s instruction. To evaluate lung- 

infiltrated eosinophils, cells were surfaced stained for 30 min at  
4◦C  using  the  following  antibodies  diluted  in  PBS:  anti- 
CD45 PercP (BD Biosciences), anti-CD11b APCCy7 (Biolegend), 

anti-CD11c BV421 (Biolegend), anti-CD64 PE (Biolegend), anti- 

Ly6G FITC (BD Biosciences), and anti-Siglec F Alexa 647 (BD 

Biosciences). All samples were acquired with a FACS Canto II 

(BD Biosciences) and analyzed using FlowJo software (version 

9.0.2, Tree Star). 
 

T Cell Differentiation 
Splenocytes from FOXP3 GFP mice were surfaced stained for   
30 min   at   4◦C   using   the   following   antibodies   diluted in 
PBS: anti-CD4 PercP (BD Biosciences), anti-CD44 PECy7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 2 | Butyrate enhances FOXP3 expression in CD4+ T cells and impairs the differentiation of Th9 cells. Naïve CD4+ T cells (CD62L+CD44low) were sorted 
from spleens of FOXP3 GFP mice and cultured in 96-well flat bottom plates with plate bound anti-CD3 (2 µg/ml) and soluble anti-CD28 (0.5 µg/ml) in the presence of 

Th9 (TGF-β 2 ng/ml, IL-4 10 ng/ml and anti-IFNγ 10 µg/ml) differentiation condition for 4 days. Butyrate and propionate (250 µM) were added in the culture at day 0. At 
day 4, cells were restimulated with with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml), and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and analyzed by flow cytometry 
(A). The frequencies of FOXP3+ and/or IL-9+ CD4+ T cells are represented by bar graphs (B). A correlation analysis of IL-9 and FOXP3 expression was performed 
(C). The frequencies of IL-9+ and/or IL-10+ CD4+ T cells (D) and FOXP3+ and/or IL-10+ CD4+ T cells (E) were determined and are represented by bar graphs. 

Data are shown as mean ± S.D. Two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. NS, not significant. 
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(Biolegend) and anti-CD62L APC (BD Biosciences). Naïve 
CD4+ T cells (CD62L+CD44low) were sorted using a FACS Aria  
III  (BD  Biosciences)  and  cultured  in  R-10  medium  in 

96-well flat bottom plates (Sigma) with plate bound anti-CD3  

(2 µg/ml) (BD Biosciences) and soluble anti-CD28 (0.5 µg/ml) 

(BD Biosciences) in the presence of Th9 [TGF-β 2 ng/ml (R&D 

Systems), IL-4 10 ng/ml (Peprotech) and anti-IFNγ 10 µg/ml 

(BD  Biosciences)],  Th2  [IL-4  10 ng/ml  (Peprotech), anti-IL- 

12 10 µg/ml (BD Biosciences) and anti-IFNγ 10 µg/ml (BD 

Biosciences)] or Treg [TGF-β 2 ng/ml (R&D Systems) and IL- 

2 10 ng/ml (Peprotech)] differentiation conditions for 4 days. 

Butyric and propionic acids (Sigma) diluted in PBS (250 µM– 

pH: 7.2) were added in the culture at day 0. At day 4, cells   
were restimulated with PMA (50 ng/ml) (Sigma), ionomycin 

(500 ng/ml)  (Sigma),  and  brefeldin  A  (5 µg/ml) (Biolegend) 

for  4 h  at  37◦C  and  5%  CO2.  Alternatively,  naïve  CD4+  T 
cells  were  incubated  in  the  presence  of  Th9  differentiation 

condition for 4 days. The supernatants were removed and fresh 

R-10  medium  added  to  the  wells.  The  cells  were  incubated 

for additional 4 days in the presence  or  absence  of  butyric 

acid (Sigma) diluted in PBS (250 µM–pH: 7.2). At day 8, cells 

were  restimulated  with  PMA  (50 ng/ml)  (Sigma), ionomycin 

(500 ng/ml) (Sigma), and brefeldin A (5 µg/ml) (Biolegend) for 
4 h at 37◦C and 5% CO2. Cells were then fixed and permeabilized 
using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences). Intracellular 
staining  was  performed  for  30 min  at  4◦C  with  the  following 
antibodies diluted in Perm/wash buffer (BD Biosciences). Th9 

and Treg cells: anti-CD3 APCCy7 (BD Biosciences),  anti-  IL-

9 PE (Biolegend), and anti-IL-10 PercPCy5.5 (Biolegend). Th2 

cells: anti-CD3 APCCy7 (BD Biosciences), anti-IL-4 PE 

(Biolegend), anti-IL-5 APC (Biolegend) and anti-IL-13 PECy7 

(Biolegend). Samples were acquired with a FACS Canto II (BD 

Biosciences) and analyzed using FlowJo software (version 9.0.2, 

Tree Star). 
 

Histology 
Extracted lungs were cut and the left inferior lobes were fixed in  
2 ml  of  4%  buffered  formalin  at  4◦C  and  embedded  into 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 3 | Butyrate sustains cytokine production by differentiated Th9 cells. Naïve CD4+ T cells (CD62L+CD44low) were sorted from spleens of FOXP3 GFP mice 
and cultured in 96-well flat bottom plates with plate bound anti-CD3 (2 µg/ml) and soluble anti-CD28 (0.5 µg/ml) in the presence of Th9 (TGF-β 2 ng/ml, IL-4 10 ng/ml, 

and anti-IFNγ 10 µg/ml) differentiation condition for 4 days. At day 4, the medium was replaced by fresh R-10 and butyrate (250 µM) was added in the culture. At day 

8, cells were restimulated with with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml) and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and analyzed by flow cytometry (A). 
The frequencies of FOXP3+ and/or IL-9+ CD4+ T cells (B), FOXP3+ and/or IL-10+ CD4+ T cells (C) and IL-9+ and/or IL-10+ CD4+ T cells (D) are represented by 
bar graphs. Data are shown as mean ± S.D. Two-way ANOVA and Sidak’s multiple comparison test were used for statistical analysis. NS, not significant. 
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paraffin. Prepared sections (5 µm) were stained with either H&E 

or PAS reagents using standardized protocols and analyzed with 

an Eclipse Ti-E microscope (Nikon Instruments Inc.). 
 

Statistical Analysis 
Statistical analysis was carried out with Graph Pad Prism 6.0 

Software. Two-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparison test or One-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test were used for statistical analysis, 

depending on data comparisons. P < 0.05 was considered 

significant. 

 

RESULTS 

Butyrate Impairs Th9 Cell Differentiation 
SCFAs directly modulate the differentiation of CD4+ T cells 
into Tregs by promoting FOXP3 expression (31), which has 

been shown to impair IL-9 production (33). Therefore, we first 

asked whether the SCFAs butyrate and propionate would have 

any impact on in vitro differentiation of Th9 cells. To address 

this  question,  naïve  CD4+  T  cells  were  sorted  from spleens 
of FOXP3 GFP mice and differentiated into Th9 cells in the 

presence or absence of butyrate or propionate. Alternatively, 
naïve CD4+ T cells were differentiated into Tregs and  Th2 
cells, also in the presence or absence of butyrate or propionate. 

We confirmed previous data by showing that butyrate and 

propionate promote FOXP3 expression in the context of Treg 

differentiation.  As  expected,  butyrate  was  found  to  be more 

efficient in promoting FOXP3 expression than propionate 
(Figures 1A–C). No significant impact on FOXP3+IL-9+ and 
FOXP3+IL-10+   T  cells  was  observed  (Figures 1A–C).  We 
then demonstrated that butyrate added to the culture at day 

0 significantly shifted the cellular differentiation from IL-9- 

expressing to FOXP3-expressing T cells, while propionate was 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 4 | SCFAs have opposite effects on IL-13-expressing T cells. Naïve CD4+ T cells (CD62L+CD44low) were sorted from spleens of FOXP3 GFP mice and 
cultured in 96-well flat bottom plates with plate bound anti-CD3 (2 µg/ml) and soluble anti-CD28 (0.5 µg/ml) in the presence of Th2 (IL-4 10 ng/ml, anti-IL-12 

10 µg/ml, and anti-IFNγ 10 µg/ml) differentiation condition for 4 days. Butyrate and propionate (250 µM) were added in the culture at day 0. At day 4, cells were 
restimulated with with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml), and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and analyzed by flow cytometry (A). The 
frequencies of FOXP3+ and/or IL-13+ CD4+ T cells (B), IL-13+ and/or IL-5+ CD4+ T cells (C) and IL-13+ and/or IL-4+ CD4+ T cells (D) are represented by bar 
graphs. Data are shown as mean ± S.D. Two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. NS, not significant. 
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less effective in promoting the same shift (Figures 2A,B). We 

found an inverse correlation between IL-9 and FOXP3 expression 

when all groups were analyzed together (Figure 2C). We also 

evaluated the impact of butyrate and propionate on IL-10 

expression and  observed  that  butyrate  treatment  resulted  in  

a  significantly  higher  frequency  of  IL-10-expressing  T cells, 

while  IL-10+FOXP3+  and  IL-10+IL-9+  T  cells  were  not 
affected (Figures 2D,E). To further characterize the impact of 

butyrate on IL-9, IL-10, and FOXP3, we differentiated  Th9 

cells for 4 days and incubated them for additional 4 days in    

the presence or absence of butyrate. We found that butyrate 

treatment had no effect on FOXP3 expression when cells were 

already differentiated (Figures 3A–C). Most Th9 cells were not 

expressing IL-9 after 8 days of culture. However, we observed 

a less intense decrease in the frequency of IL-9-expressing T 

cells when differentiated Th9 cells were treated with butyrate 
(Figures 3A,B). No differences were found in FOXP3+IL-9+, 
FOXP3+IL-10+ and IL-9+IL-10+ T cells (Figures 3B–D). In 
addition, we demonstrated an opposite effect of butyrate and 

propionate  on  Th2  cells.  While  butyrate  was  responsible for 

inducing a small,  but  significant  increase  in  the  frequency  
of IL-13+ T cells, propionate treatment  negatively  impacted 
the same cells. In contrast to Th9 cells, no significant impact 

on FOXP3 expression was observed in the context of Th2 

differentiation (Figures 4A,B). We also evaluated the impact of 

butyrate and propionate on the frequency of IL-4 and IL-5- 

expressing T cells and found no significant differences upon 

treatment (Figures 4C,D). Together, our results demonstrate that 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 5 | Butyrate treatment negatively impact Th9 cells in the lungs of OVA-challenged mice. Male C57BL/6 mice were intraperitoneally (IP) injected with OVA (30 
µg) + Al(OH)3 (1.6 mg) at days 0 and 7. Mice also received 250 µl of either PBS or butyrate (1M) (IP) at days 0, 1, 2, 7, 8, and 9. OVA-sensitized mice were nebulized 
with an OVA solution (3%) for 15 min at days 14, 15, and 16. The group that received butyrate during sensitization was also treated during challenge. A control group 

was sensitized and challenged without OVA. Euthanasia was performed 24 h after the last challenge (A). Lungs were digested, cells stimulated with PMA (50 ng/ml), 
ionomycin (500 ng/ml) and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and stained with monoclonal antibodies to determine the frequencies of IL-9+, IL-13+, and 
FOXP3+ CD4+ T cells by flow cytometry (B). Bar graphs show the frequencies of IL-9+ (C), IL-13+ (D) and FOXP3+ (E) CD4+ T cells in the different groups. Data are 
shown as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. n = 5–7 mice per group. NS, not 
significant. 

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Vieira et al. Butyrate Negatively Modulates Th9 Cells 

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 8 January 2019 | Volume 10 | Article 67 

 

 

 

butyrate and propionate differently modulate the differentiation 

of Th9, Th2, and Tregs. 

 

Butyrate Treatment Negatively Impacts Th9 
Cells and Attenuates Lung Inflammation 
Given  the  in  vitro  effect  of  butyrate  on  Th9  cells,  we   

next  sought  to  determine  whether  it  would  also  have  an   

in vivo impact on these cells. To address this question, we 

induced OVA-mediated lung inflammation in C57BL/6 mice 

treated or not with butyrate (Figure 5A) and evaluated the 

frequencies of lung-infiltrated Th9, Th2, and Treg cells by flow 

cytometry (Figure 5B). We found that butyrate-treated animals 

presented a significantly lower frequency of lung-infiltrated  

Th9 cells (Figure 5C) while no difference was observed for 

IL-13-expressing Th2 cells (Figure 5D). Butyrate-treated OVA- 

challenged mice had significantly higher lung-infiltrated Treg 

cells when compared to control, but no statistical significance 

was found when compared to OVA-challenged mice (Figure 5E). 

Considering the pre-established  role  of  IL-9  in  promoting  

the recruitment of eosinophils to the lungs and supporting 

inflammation  (34),  we  further  analyzed  animal  lungs  for the 
presence of eosinophils (CD45+CD64-Ly6G-CD11b+Siglec- 
F+CD11c-) (Figure 6A) and found a significantly higher 
frequency of these cells infiltrated in the lungs of OVA-challenged 

mice when compared to both control and butyrate-treated OVA-

challenged mice (Figure 6B). Higher inflammation and mucus 

production were also observed in OVA-challenged mice when 

compared to the other groups (Figure 6C).  Therefore, our  

results  indicate  that  butyrate  may  protect  mice  from 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 6 | Butyrate treatment protects OVA-challenged mice from lung inflammation. Male C57BL/6 mice were intraperitoneally (IP) injected with OVA (30 µg) + 

Al(OH)3 (1.6 mg) at days 0 and 7. Mice also received 250 µl of either PBS or butyrate (1 M) (IP) at days 0, 1, 2, 7, 8, and 9. OVA-sensitized mice were nebulized with 

an OVA solution (3%) for 15 min at days 14, 15, and 16. The group that received butyrate during sensitization was also treated during challenge. A control group was 

sensitized and challenged without OVA. Euthanasia was performed 24 h after the last challenge. Lungs were digested and cells stained with monoclonal antibodies to 
determine the frequency of eosinophils (CD45+CD64-Ly6G-CD11b+Siglec-F+CD11c-) by flow cytometry (A). Bar graph shows the frequency of eosinophils in the 
different groups (B). Lung tissues were also stained with hematoxylin/eosin (H&E) and periodic acid–Schiff (PAS), scale bars: 100 µm. Thick and thin arrows indicate 
inflammatory infiltrates and mucus production, respectively (C). Data are shown as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test were 

used for statistical analysis. n = 5–7 mice per group. 
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lung inflammation by impairing the differentiation of  Th9  

cells. 

Adoptive Transfer of Th9 Cells Reverses 
Butyrate Effects on Lung Inflammation 
To confirm that butyrate treatment protected mice from lung 

inflammation by negatively modulating the differentiation of Th9 

cells, we performed OVA-challenge experiments as previously 

described, in which butyrate-treated mice also received an 

adoptive transfer of either naïve OT-II Th0 cells or in vitro- 

differentiated OT-II Th2 or Th9 cells one day before initiating 

OVA-challenge (Figure 7A). We observed that adoptive transfer 

of Th9 cells restored the frequency of lung-infiltrated eosinophils 

in butyrate-treated OVA-challenged mice to the same level of 

mice not treated with butyrate (Figure 7B). Th2 adoptive transfer 

resulted in a higher frequency of lung-infiltrated eosinophils, 

although it was not statistically significant (Figure 7B). We also 

demonstrated that the frequency of lung-infiltrated Th9 cells was 

restored in animals that received these cells (Figure 7C). Th2 

adoptive transfer resulted in a small increase in the frequency  

of these cells into the lungs of butyrate-treated OVA-challenged 

mice (Figure 7D). Lung inflammation and mucus production 

were also higher in animals that received adoptive transfer of Th9 

cells, and in a lesser extent in those that received Th2 cells, when 

compared to butyrate-treated Th0-injected mice (Figure 7E). 

Taken together, these results reinforce our hypothesis that 

butyrate treatment attenuates lung inflammation by negatively 

modulating Th9 cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURE 7 | Adoptive transfer of Th9 cells restores lung inflammation in butyrate-treated OVA-challenged mice. Male C57BL/6 mice were intraperitoneally (IP) injected 
with OVA (30 µg) + Al(OH)3 (1.6 mg) at days 0 and 7. Mice also received 250 µl of either PBS or butyrate (1 M) (IP) at days 0, 1, 2, 7, 8, and 9. OVA-sensitized mice 
were nebulized with an OVA solution (3%) for 15 min at days 14, 15, and 16. The groups that received butyrate during sensitization were treated during challenge. 

Butyrate-treated mice also received an adoptive transfer (IP) of OT-II Th0, Th2, or Th9 cells 24 h before challenge initiation. Euthanasia was performed 24 h after the 

last challenge (A). Lungs were digested and cells stained with monoclonal antibodies to determine the frequency of eosinophils as shown by the bar graph (B). 

Alternatively, cells were stimulated with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml), and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and stained with monoclonal 
antibodies to determine the frequency of IL-9+CD4+ and IL-13+CD4+ T cells as shown by the bar graphs (C,D), respectively. Lung tissues were also stained with 
hematoxylin/eosin (H&E) and periodic acid–Schiff (PAS), scale bars: 100 µm. Thick and thin arrows indicate inflammatory infiltrates and mucus production, respectively 
(E). Data are shown as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. n = 5–7 mice per group. NS, not 
significant. 
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IL-9 Treatment Counteracts Butyrate 
Effects on Lung Inflammation 
To address the question whether butyrate treatment was 

attenuating lung inflammation by decreasing IL-9 effects, we 

performed OVA-challenge experiments as previously described, 

but including  a  new  group  of  butyrate-treated  mice  that  

also received recombinant IL-9 (Figure 8A). We demonstrated 

that intraperitoneal treatment with IL-9 during OVA-challenge 

was sufficient to restore the frequency of lung-infiltrated 

eosinophils in butyrate-treated mice to a similar level of OVA-

challenged mice (Figure 8B). We also observed that IL-9 

treatment promoted higher inflammation and mucus production 

in butyrate-treated mice when compared to animals not treated 

with IL-9 (Figure 8C).  We  then  looked  at  the  frequencies  

of lung-infiltrated Th9, Th2, and Treg cells and found that 

IL-9 treatment had no effect on these cells (Figures 9A–C, 

respectively). Thus, these results indicate that butyrate may 

exert an anti-inflammatory impact on OVA-challenged mice by 

reducing IL-9 effects. 

 

DISCUSSION 

In this study, we demonstrate that butyrate is more effective than 

propionate in promoting FOXP3 expression and IL-9 repression. 

In addition, we show that propionate negatively impact in vitro 

differentiation of IL-13-expressing T cells. Butyrate treatment 

attenuated lung inflammation and mucus production in OVA- 

challenged mice, which presented lower frequency of lung- 

infiltrated Th9 cells and eosinophils. Both Th9 cell adoptive 

transfer and IL-9 treatment restored lung inflammation in 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 8 | IL-9 treatment restores lung inflammation in butyrate-treated OVA-challenged mice. Male C57BL/6 mice were intraperitoneally (IP) injected with OVA (30 
µg) + Al(OH)3 (1.6 mg) at days 0 and 7. Mice also received 250 µl of either PBS or butyrate (1M) (IP) at days 0, 1, 2, 7, 8, and 9. OVA-sensitized mice were nebulized 
with an OVA solution (3%) for 15 min at days 14, 15, and 16. The groups that received butyrate during sensitization were also treated during challenge. Butyrate-treated 

mice also received either PBS or recombinant IL-9 (IP) at days 14 and 15. Euthanasia was performed 24 h after the last challenge (A). Lungs were digested and cells 

stained with monoclonal antibodies to determine the frequency of eosinophils as shown by the bar graph (B). Lung tissues were also stained with hematoxylin/eosin 

(H&E) and periodic acid–Schiff (PAS), scale bars: 100 µm. Thick and thin arrows indicate inflammatory infiltrates and mucus production, respectively (C). Data are 
shown as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. n = 5–7 mice per group. NS, not significant. 
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butyrate-treated OVA-challenged mice, indicating that the anti- 

inflammatory effects of butyrate may rely on suppressing Th9- 

mediated immune responses. 

Given the increasing evidence that microbiota-derived 

metabolites contribute to modulating inflammatory diseases 

such as asthma, colitis and arthritis (29,  30,  35–37),  we  

sought to evaluate whether the SCFAs butyrate and propionate 

would have an impact on the differentiation of Th9 cells, key 

players in inflammation (3). We demonstrated that butyrate 

added to the culture at day 0 significantly shifted the cellular 

differentiation from IL-9-expressing to FOXP3-expressing T 

cells, while propionate was less effective in promoting the same 

shift. A strong inverse correlation between IL-9 and FOXP3 

expression was found when all groups were analyzed together. 

Additional analysis showed that butyrate treatment led to higher 

frequency of IL-10-expressing T cells that were not expressing 

either FOXP3 or IL-9. Although we cannot assume that the cells 

generated by the exposition to butyrate or  propionate  under 

Th9 differentiation were converted to induced regulatory T cells 

(iTregs), we were still able to demonstrate the negative impact of 

these SCFAs on Th9 cells. 

To further characterize the impacts of butyrate on Th9 cells, 

we treated differentiated cells and found no impact on FOXP3 

expression. We found that most Th9 cells were not expressing IL- 

9 after 8 days of culture, when compared to cells stimulated with 

PMA after 4 days of differentiation. Surprisingly, we observed  

a less intense decrease in the frequency of IL-9-expressing T 

cells when differentiated Th9 cells were treated with butyrate, 

suggesting that this SCFA may have opposite effects on naïve 

CD4+ T cells and differentiated Th9 cells. A higher frequency of 

IL-10-expressing T cells was also found when differentiated Th9 

cells were exposed to butyrate. A recent study demonstrated that 

butyrate promotes IL-10 expression by differentiated Th1 cells 

through interaction with the GPR43 receptor (38), supporting 

our findings. Although we also observed higher frequency of IL- 

9-expressing T cells when Th9 cells were treated with butyrate, 

no impact on IFN-γ-expressing T cells was demonstrated in the 

previous report, suggesting that the effector cytokines produced 

by Th9 and Th1 cells are differentially affected by butyrate. 

The effects of butyrate and other SCFAs on FOXP3 expression 
in CD4+ T cells differentiated into iTregs have been previously 
demonstrated (31, 32), as we have also shown here. It is known 

that Th9 cells and iTregs share key transcription factors and 

common induction pathways that may determine the generation 

of one over the other subset. While GITR engagement was shown 

to subvert iTregs differentiation by favoring Th9 cells, FOXP3- 

mediated repression of the Il9 locus contributed to blocking    

the differentiation of Th9 cells (33). Therefore, we believe that 

the negative impact of butyrate on Th9 cells are likely to be 

dependent on FOXP3-mediated repression of IL-9 early during 

differentiation, as we have not found the same effect when 

exposing differentiated cells to butyrate. This SCFA could also 

be acting through epigenetic remodeling of the Il9 locus (39) or 

by breaking down signal pathways involved in IL-9 expression. 

Studies with FOXP3-deficient cells could be performed to further 

confirm the role of FOXP3 in mediating butyrate-induced IL-9 

repression. 

To further investigate the effects of butyrate on Th9 cells,  

we established an OVA-induced lung inflammation model and 

demonstrated that butyrate treatment resulted in lower frequency 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 9 | IL-9 treatment has no impact on IL-9+, IL-13+, and FOXP3+ CD4+ T cells in the lungs of butyrate-treated OVA-challenged mice. Male C57BL/6 mice 
were intraperitoneally (IP) injected with OVA (30 µg) + Al(OH)3 (1.6 mg) at days 0 and 7. Mice also received 250 µl of either PBS or butyrate (1 M) (IP) at days 0, 1, 2, 
7, 8, and 9. OVA-sensitized mice were nebulized with an OVA solution (3%) for 15 min at days 14, 15, and 16. The groups that received butyrate during sensitization 

were also treated during challenge. Butyrate-treated mice also received either PBS or recombinant IL-9 (IP) at days 14 and 15. Euthanasia was performed 24 h after 

the last challenge. Lungs were digested, cells stimulated with PMA (50 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml), and brefeldin A (5 µg/ml) for 4 h at 37◦C and 5% CO2, and 
stained with monoclonal antibodies to determine the frequencies of IL-9+ (A), IL-13+ (B), and FOXP3+ (C) CD4+ T cells in the different groups. Data are shown as 
mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. n = 5–7 mice per group. NS, not significant. 
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of lung-infiltrated Th9 cells, while no impact  on  Th2  cells  
was observed. Higher frequency of lung-infiltrated FOXP3+ T 
cells was found in butyrate-treated OVA-challenged mice when 

compared to control animals, but no significant differences  

were found when compared to OVA-challenged mice. Acetate- 

mediated protection against house dust mite extract (HDM)- 

induced lung inflammation has been previously reported, 

indicating that SCFAs may act through induction of iTregs to 

inhibit inflammation. However, a 3 week-treatment period was 

necessary for the observed results (30). In our experiments, 

animals were treated for a much shorter period, which could 

explain  the  lack  of  significant  difference  in  terms  of  lung- 

infiltrated  FOXP3+  T  cells  between  OVA-challenged groups. 
As regulatory T cells naturally migrate to inflamed tissues to 

suppress inflammation (40), it is possible that butyrate-mediated 

induction of iTregs was masked in OVA-challenged mice due to 

the increased influx of these cells into the lungs, independently of 

their origin. On the other hand, iTregs generated in the gut upon 

intraperitoneal butyrate treatment may have not appropriately 

responded to the lung OVA challenge, resulting in less lung 

infiltration than expected. The in vivo instability of iTregs (41) 

could also be an explanation for not having a significant increase 

in lung infiltration upon butyrate treatment. These cells may 

have lost FOXP3 expression during the sensitization period. 

Therefore, it is unlikely that induction of iTregs played a major 

role in our study, although our in vitro experiments suggest     

an inverse correlation of FOXP3 and IL-9 expression upon 

treatment with SCFAs. 

Lung-infiltrated eosinophils were used as a parameter to 

evaluate Th9-mediated immune responses in our model, given 

the well-established role of IL-9 in promoting eotaxin/CCL11 

expression and influx of these  cells  into  different  body 

tissues, including lungs (34, 42, 43). We found that butyrate- 

treated OVA-challenged mice presented lower frequency of 

lung-infiltrated eosinophils, attenuated inflammatory infiltrates 

and mucus production, indicating that Th9-mediated immune 

responses were suppressed. In line with our observations, a 

previous study has demonstrated that dietary fiber and the  

SCFA propionate protected mice from lung inflammation and 

asthma symptoms. However, the effects of propionate relied on 

promoting dendritic cells with impaired capability of inducing 

effector Th2 cells in an HDM-mediated model. Significant 

differences in the immunological parameters of propionate- 

treated mice were observed 5–6 days after the last challenge (29). 

In our study, we have found a more acute effect of butyrate, with 

significant differences 24 h after the last challenge, suggesting that 

these SCFAs may have different impacts on the immune system 

in the context of lung inflammation. 

Although we have demonstrated that in vitro butyrate 

treatment induced a small, but significant increase in the 

frequency of IL-13-expressing T cells, no in vivo effects on 

these cells were observed, indicating that Th9-mediated immune 

responses were likely to be the most affected in our model. As 

we have not found a significant in vitro impact of butyrate on 

the frequency of IL-4 and IL-5-expressing T cells, these cytokines 

were not evaluated in our in vivo experiments. However, to 

further characterize the effects of SCFAs on Th2 cells, we also 

treated naïve CD4+ T cells with propionate and demonstrated 
that it partially impaired the differentiation of IL-13-expressig T 

cells while not affecting IL-4 and IL-5. We understand that more 

studies are still necessary to unveil the mechanisms involved in 

this phenomenon, but conceive that our results complement the 

previous report on the impact of propionate on Th2 cells. 

To confirm that butyrate was attenuating lung inflammation 

by suppressing Th9 cells, we performed either adoptive transfer 

of OVA-specific OT-II Th9 cells or recombinant IL-9 treatment 

and found  that  both  strategies  were  sufficient  to  restore  

lung inflammation in butyrate-treated OVA-challenged mice. 

Adoptive transfer of OT-II Th2 cells also increased lung 

inflammation, but to a lesser extent than that observed with Th9 

transfer. Although it has been shown that IL-9 may promote IL- 

13-mediated lung inflammation and mucus production (20), we 

found no difference in the frequency of lung-infiltrated IL-13- 

expressing Th2 cells in IL-9-treated mice, suggesting that other 

cells may have mediated the inflammatory process. In fact, type 

II innate lymphoid cells (ILC2) are known to produce IL-13 and 

to play a role in experimental and clinical asthma pathology  

(44, 45). A synergistically effect of ILC2 and Th9 cells in lung 

inflammation has also been described (46, 47), suggesting that 

ILC2 may have a role in our model. On the other hand, our results 

could be partially explained by the fact that IL-9 exerts a direct 

effect on lung epithelial cells and promotes mucus production 

(48). We cannot rule out the possibility that butyrate directly 

impacted ILC2 and even other cell populations, as recently 

reported (49). However, our data strongly suggest that Th9/IL-  

9 played a major role in our model. Further studies are still 

necessary to mechanistically confirm our hypothesis. 

Our findings bring new insights on the mechanisms by which 

microbiota-derived metabolites regulate diseases, suggesting that 

butyrate attenuates lung inflammation most likely through a 

negative modulation of Th9 cell-mediated immune responses. 

Therefore, butyrate should be clinically considered in the 

treatment of inflammatory diseases in which suppression of Th9 

cells is necessary. 
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