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RESUMEN

La cardiopatia chagasica crdnica es una de las manifestaciones mas frecuentes y graves de la
enfermedad de Chagas, causada por el pardsito Trypanosoma cruzi. Los mecanismos
bioquimicos y patogénicos responsables de esta enfermedad aln no estdn completamente
dilucidados. En este trabajo, evaluamos la respuesta inicial de los cardiomiocitos humanos a la
infeccion por T. cruzi. Encontramos que los cardiomiocitos cambian drdsticamente su perfil de
expresién génica en las etapas iniciales de la infeccién, aumentando la expresidon de genes
relacionados al metabolismo energético. Demostramos que estos cambios se correlacionan
funcionalmente con un incremento en la respiracién mitocondrial, dado que observamos un
aumento en la respiracién basal y maxima de los cardiomiocitos infectados, asi como una mayor
reserva respiratoria. También encontramos un aumento de la biogénesis mitocondrial
independente de PGC-1a, un regulador del metabolismo energético. Demostramos que estos
cambios estdn mediados por mTORCL1 vy se revierten al utilizar rapamicina. Los resultados del
presente trabajo identifican que a tiempos cortos de infeccion, la activaciéon de mTORC], la
biogénesis mitocondrial y el aumento de la respiracidon son cambios bioquimicos destacables en
el desarrollo de la cardiopatia chagdsica crénica. Estos cambios se asemejan a los encontrados
en la cardiopatia hipertréfica no chagdasica mientras que se diferencian de los encontrados en la
cardiopatia dilatada. El hallazgo de que los cambios en la respiracion mitocondrial puedan
revertirse mediante el uso de rapamicina, abre una nueva perspectiva en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas, a través de la identificacion de blancos terapéuticos, no sélo en el
pardsito, sino también en el hospedero, lo que podria permitir el uso de terapias combinadas
(dirigidas hacia el parasito y al hospedero) que puedan prevenir el desarrollo de esta
enfermedad. Con tal fin evaluamos cambios generados en la infeccion/replicacion del parasito,
frente a farmacos, algunos de ellos aprobados por la FDA, que intervienen directa o
indirectamente con el metabolismo energético del hospedero. Finalmente, nos propusimos
analizar si la respuesta de los cardiomiocitos a la infeccidn involucra aspectos exclusivos de este
tipo celular asi como aspectos mas generales. Con tal fin comparamos dicha respuesta con la
observada en trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio, con modelos de infeccién en
células epiteliales, representando la primer barrera que enfrenta el parasito, asi como en

macroéfagos, los cuales juegan un rol fundamental en la respuesta inmune contra T. cruzi.

En resumen, el trabajo realizado contribuye al entendimiento de las bases moleculares de los

procesos involucrados en la interaccion cardiomiocito humano - Trypanosoma cruzi.



INTRODUCCION



INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi

Generalidades

Trypanosoma cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, es un protozoario
flagelado kinetoplastido, que pertenece a la familia Trypanosomatidae. Dentro de sus
caracteristicas bioldgicas se destaca la presencia de una mitocondria Unica y altamente
ramificada que se extiende por todo el cuerpo del parasito, y presenta una estructura
de ADN compactado denominada kinetoplasto. El kinetoplasto se localiza cerca del
cuerpo basal (regiéon donde emerge el flagelo) y contiene dos tipos de moléculas de ADN,
los maxicirculos y minicirculos [1]. En relacion al genoma de T. cruzi, el mismo varia en
tamafio dependiendo de la cepa vy el linaje, contiene sus genes organizados en tdndem
y transcriptos como policistrones; salvo excepciones, los genes no contienen intrones.
Los genes de un policistron no tienen necesariamente una asociacion funcional ni niveles
de expresion similares a lo largo del ciclo de vida, debido a que no existe una regulacién
transcripcional cldsica de inicio de la transcripcion [2]. El genoma presenta un alto
porcentaje de secuencias repetidas (mds del 50%) muchas de ellas debidas a la presencia
de variadas familias multigénicas que juegan un rol fundamental en los procesos de
infeccion del parasito [3]. Los pre-ARNm sufren un proceso de maduracion llamado
“trans-splicing”; este ARNm se poliadenila en 3" y todos los ARNm maduros llevan hacia
5" una secuencia conocida como SL (spliced leader o mini-exén). Otra caracteristica de
este genoma es que no se han podido identificar secuencias promotoras de la
transcripcion para los genes que codifican proteinas. La regulacién de la expresién
génica opera principalmente post-transcripcionalmente, incluyendo mecanismos como
el procesamiento y degradacion del ARN mensajero, eficiencia de la traduccion,
estabilidad y degradacidén proteica [4]. Todas estas caracteristicas ponen de manifiesto
la alta complejidad gendmica de T. cruzi, lo que le otorga una gran plasticidad y por lo
tanto tiene la capacidad de generar una diversidad muy grande de clones con
caracteristicas muy diferentes entre si, lo que posiblemente le permita como especie
adaptarse a sus diferentes hospederos, e invadir casi todos los tipos de células

nucleadas, ya sean fagociticas o no fagociticas.
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Por otra parte, las distintas cepas de T. cruzi poseen diferencias en cuanto a la tasa de
crecimiento, curvas de parasitemia, virulencia, sensibilidad a farmacos, perfiles
genéticos, tropismo celular, distribucion geografica, entre otros [5-9]. Se han clasificado
las distintas cepas de T. cruzi en seis grupos principales, conocidos como unidades
discretas de tipificacion denominadas DTU (“Discrete Typing Units”). Este término fue
propuesto para describir un conjunto de cepas que se encuentran genéticamente mas
relacionadas entre si que con cualquier otra cepa. Actualmente se acepta que existen al
menos seis DTUs (Tcl a TcVI), siendo las primeras cuatro linajes no hibridos, y TcV y TcVI
hibridos de Tcll y Tclll [10]. Sin embargo, la alta diversidad genética y bioldgica de las
cepas de T. cruzi, inclusive a nivel intra-DTU, indican que las DTUs constituyen una

definicidén util pero no definitiva [11].

Ciclo de vida de T. cruzi

T. cruzi presenta cuatro estadios de vida bien diferenciados y su ciclo se desarrolla en un
insecto vector y un hospedero mamifero (Figura 1). Durante el ciclo de vida de T. cruzi,
el insecto vector triatomino hematdfago, se alimenta de la sangre de un mamifero
infectado ingiriendo tripomastigotas (forma infectiva, no replicativa del parasito). En el
intestino medio del insecto, los tripomastigotas se transforman en epimastigotas (forma
replicativa, no infectiva) y proliferan activamente. Una vez en el intestino posterior del
insecto, los epimastigotas se adhieren a la pared intestinal donde se diferencian a
tripomastigotas metaciclicos, proceso conocido como metaciclogénesis [12, 13]. Existen
varios factores capaces de promover la diferenciacién de los epimastigotas, como el
estrés nutricional, la presencia de algunos aminodcidos (por ejemplo prolina vy
glutamina), la osmolaridad y el estado redox del entorno [14]. Una vez diferenciados, los
tripomastigotas metaciclicos son liberados con las heces cuando el insecto pica a una
persona u otro mamifero. Las heces quedan depositadas sobre la piel, que luego, con el
rascado (o la contaminacién de la mucosa nasal, oral o conjuntiva [15]) pueden ingresar
al torrente sanguineo. Una vez dentro del hospedero los tripomastigotas son capaces de
invadir muchos tipos celulares diferentes volviendo a sufrir una transformacion a la
forma amastigota, la cual es la forma principal intracelular redondeada y capaz de

replicarse por fisidn binaria. Si bien en un principio se pensé que los amastigotas no eran
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capaces de infectar células hospederas, ahora se sabe que tienen capacidad infectiva in
vitro [16, 17]. Los amastigotas comienzan a dividirse dentro del citoplasma de la célula
y cuando alcanzan una alta densidad (3-5 dias post infeccion), se transforman
nuevamente en tripomastigotas los cuales lisan la célula y se liberan al torrente
sanguineo o linfa infectando nuevas células. Las células lisadas prematuramente liberan
amastigotas los cuales también son capaces de invadir otras células diseminando la

infeccion [18] o ser ingeridos por un insecto vector, cerrando el ciclo.

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
(passes metacyche typomastigotes in feces, Metacyclic trypomastigotes
0 trypomastigotes enter bite wound or penetrate various cells at bite

RUcoss menranes, Such 86 he coruncive) wound site. Inside cells they

ﬁ; N transform into amastigotes.

Y
Metacyclic trypomastigotes A @

in h-nd97

Multiply in midgut

v

multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle

\__—/{ ; A
Intraceliular amastigotes

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

Triatomine bug takes
a blood meal

) Epmastigotes trypomastgotes ingested)
in midgut

A: Infective Stage
A= Diagnestic Stage

BAFER -HEALTHIER: PEQFLE

Figura 1: Representacion del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Extraido de [19]

Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fue descrita por primera vez en 1909 por el médico e
investigador brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro Chagas [20]. Representa un problema
de salud publica en América Latina, afectando entre 6 - 7 millones de personas y es
considerada por la Organizacién Mundial de la Salud, una enfermedad desatendida
(https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-

(americantrypanosomiasis). Tradicionalmente se asocia con areas pobres rurales, en

América del Sur y Central, dado que el insecto que transmite la enfermedad tiende a
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infestar casas hechas de techos de paja y paredes de barro. El pardsito se transmite a los
humanos y otros mamiferos principalmente mediante la picadura de insectos vectores
hematdfagos triatominos. Adicionalmente, la enfermedad de Chagas también puede
transmitirse por mecanismos no vectoriales, que incluyen la transfusion sanguinea, la
transmision vertical de la madre al feto, el trasplante de érganos o de médula dsea, asi
como también la transmision oral a través de alimentos contaminados [21].

Desde 1990, Latinoamérica ha logrado establecer politicas de control de la enfermedad
exitosas. La prevalencia global estimada de infeccion por T. cruzi disminuyé de 18
millones en 1991 a 6 millones en 2010 y la transmisién vectorial fue interrumpida en
varios paises de América del Sur y América Central, entre ellos Uruguay. A través del
control vectorial y pruebas inmunolégicas en bancos de sangre se ha logrado reducir la
incidencia de nuevos casos, asi como el nUmero de muertes por esta enfermedad. A
pesar de ello, debido al flujo de emigrantes desde regiones endémicas hacia distintas
areas no endémicas como Estados Unidos, Canada y muchos paises de Europa, la
enfermedad de Chagas se ha convertido en un problema de salud en estos paises (Figura

2) [22-24].

B Endemic countries
['] Non-endemic countries but present

Figura 2: Mapa representando los paises endémicos y no endémicos para la enfermedad de
Chagas. Extraido de http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/
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Desde el punto de vista clinico, la infeccién con T. cruzi genera inicialmente una infeccidn
aguda que suele resolverse de manera espontanea en las primeras 4-8 semanas. Los
pacientes en esta etapa presentan una parasitemia elevada, y suele ser asintomatica o
presentar algunos sintomas inespecificos como fiebre, taquicardia, o dolor muscular,
entre otros. El tratamiento en esta etapa con farmacos antiparasitarios es efectivo
previniendo el desarrollo de la fase crdnica [25]. En la fase crénica y aun en ausencia de
tratamiento, cerca del 60-70% de los individuos infectados no desarrollan ninguna
sintomatologia o dafio detectable, aunque presentan anticuerpos IgG contra T. cruzi. El
otro 30-40% de los individuos luego de un periodo que puede llevar de 10-30 afios, a
partir de la infeccion, presenta manifestaciones cardiacas y un 10% manifestaciones
digestivas (megacolon y megaesdfago) y/o neuroldgicas [26]. La forma cardiaca,
denominada cardiomiopatia chagasica cronica -CCC- es la manifestacion mas comun y
grave de la enfermedad de Chagas y es potencialmente letal [27, 28]. Dependiendo de

su severidad, se puede clasificar en leve, moderada o severa [25].

En cuanto al tratamiento, existen dos farmacos capaces de curar la enfermedad en la
etapa aguda: Nifurtimox y Benznidazol. Ambos farmacos presentan importantes efectos
secundarios (dermatitis alérgica, neuropatias, leucopenia, nduseas, vomitos, anorexia,
asi como alteraciones en el sistema nervioso central, entre otros) [29]. Si bien el
tratamiento es efectivo en la fase aguda de la enfermedad, no es capaz de curar la misma
en la fase crdénica [30-33]. A pesar de esto, se recomienda el tratamiento en pacientes
menores a 50 anos cursando la fase indeterminada asintomatica de la enfermedad y
también en aquellos que presentan sintomatologia leve con el fin de evitar el desarrollo
de formas severas de la enfermedad [34]. Los ultimos resultados del proyecto BENEFIT
(Benznidazol Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) para evaluar la eficacia y
seguridad del tratamiento con Benznidazol en pacientes con CCC, mostraron que si bien
hubo una reduccion estadisticamente significativa en la carga parasitaria de los
individuos, el deterioro cardiaco no disminuyd de manera significativa en pacientes
tratados (incluyendo muerte, falla cardiaca, y otros eventos cardiovasculares relevantes)

[35].
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En pacientes con insuficiencia cardiaca refractaria, el Unico tratamiento disponible es el

trasplante de corazén [36].

A pesar de que la enfermedad de Chagas fue descubierta hace mas de 100 afios, no
contamos actualmente con tratamientos alternativos para la fase crénica. Esto es
consecuencia de un conocimiento aun limitado sobre su patogénesis, y muestra la

necesidad de continuar investigando sobre la misma.

Cardiomiopatia chagasica crénica - CCC

La cardiomiopatia chagdsica crdnica (CCC) puede presentarse a través de una gran
variedad de manifestaciones clinicas como arritmias, palpitaciones, dolor toracico, asi
como insuficiencia cardiaca. La muerte subita cardiaca es la causa mds comun de
mortalidad, ya que representa del 50% al 60% de todas las muertes, seguidas de
insuficiencia cardiaca [37]. Los primeros signos de la enfermedad son anomalias en la
conduccién cardiaca, especialmente el bloqueo de la rama derecha y el bloqueo
fascicular anterior izquierdo. Los mas tardios incluyen el desarrollo de disfuncién del
nddulo sinusal, bloqueo auriculoventricular de alto grado, una fibrosis, hipertrofia, y

cardiomiopatia dilatada (CMD).

A pesar de diversos esfuerzos, la patogénesis a nivel molecular de la CCC no esta aun
esclarecida. Esto en parte se debe a que es una enfermedad compleja y multifactorial,
en donde tanto efectos directos de la infeccidn de cardiomiocitos, asi como la respuesta
inmune generada por el hospedero contribuyen al dafio progresivo cardiaco. Es
importante recordar que, a nivel celular, los componentes principales del corazén son
los cardiomiocitos, los fibroblastos cardiacos o cardiofibroblastos, las células
endoteliales y las células vasculares de musculo liso. En un corazén adulto normal los
cardiomiocitos ocupan la mayoria del volumen tisular, sin embargo, contribuyen sélo al
30% del numero total de células. El 70% restante esta compuesto por tipos celulares no
cardiomiociticos, entre los cuales los cardiofibroblastos representan la mayoria. Todos
estos tipos celulares pueden ser infectados por T. cruzi, y el dafio que desencadena
finalmente una CCC, puede estar dado por la infeccion directa de cardiomiocitos, asi

como por la infeccion del resto de los tipos celulares que conforman el corazén. Se ha
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planteado que en las etapas iniciales de la infeccion, las primeras interacciones que
ocurren son entre los pardsitos y las células endoteliales del corazén [38], y las mismas
se han propuesto como las responsables de generar vasculitis (inflamacién de los vasos
sanguineos del corazén) [39-41]. Luego, en la etapa cronica de la enfermedad, la
infeccidn de los cardiomiocitos se vuelve relevante, generando una destruccion de los
mismos, los cuales son sustituidos por tejido fibroso, produciéndose también una
hipertrofia cardiaca compensatoria, lo que termina provocando una dilatacidn cardiaca
[42, 43]. Por otro lado, una prolongada estimulacidn de respuestas inflamatorias
generadas por el hospedero, también contribuyen con la miocarditis. Particularmente
los linfocitos T desatan una respuesta contra el parasito generando citoquinas
inflamatorias, predominantemente Interferédny y factor de necrosis tumoral (TNF),
ambos importantes para controlar el parasito en la fase aguda; sin embargo, si la
respuesta inflamatoria es prolongada, la misma luego puede contribuir al desarrollo de
alteraciones cardiacas como la fibrosis, cardiomiopatia hipertréfica (CMH), y
posteriormente a una cardiomiopatia dilatada (CMD), falla cardiaca y finalmente muerte
en individuos infectados [44, 45]. En cuanto a posibles relaciones entre la carga
parasitaria y dafo cardiaco, se ha documentado la persistencia de parasitos en
diferentes tejidos, incluyendo el cardiaco, y se ha mostrado experimentalmente una
correlacién directa entre carga parasitaria y zonas de inflamacidn tisular [46] [47-49].
También hay evidencia de un posible mimetismo de antigenos con reactividad cruzada
luego de la infeccidn por T. cruziy |la presencia de auto-anticuerpos contra el hospedero

en el tejido nervioso, y el tejido muscular cardiaco y esquelético [50].

En resumen, la persistencia de T. cruzi puede desencadenar la mayoria de los
mecanismos de patogénesis mencionados anteriormente y multiples factores
relacionados tanto con el hospedero como con el parasito intervienen para determinar

la sensibilidad y la progresion hacia la cardiomiopatia [51].

Metabolismo energético y cardiomiopatia chagasica.

Dado que el corazén es el érgano que consume mas energia en el cuerpo, las
alteraciones en la generacién de energia pueden llevar a una falla funcional del corazén

y perturbaciones en la conduccién eléctrica [52]. La fosforilacidon oxidativa mitocondrial,
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utilizando como sustratos acidos grasos, es esencial para la produccién de energia y la
funcién cardiaca [53]. Este proceso comprende varios complejos, los relacionados a la
cadena de transporte de electrones (complejos | a IV) y el complejo V o ATP sintasa
(Figura 3). En mamiferos, la mayor parte del ATP se sintetiza a través de la fosforilacion
oxidativa . Ha sido reportado que el dafio mitocondrial conduce a la pérdida de la funcidn
mitocondrial, al deterioro de la produccién de energia y la fisiologia celular, generando

dafio y/o muerte del cardiomiocito [54].
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Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria en mamiferos. Tomada de Lehninger sexta edicion.
Se representan los complejos involucrados (1, I, [l y IV) junto con el complejo V o ATP sintasa. Se
muestra el gradiente electroquimico de protones generado por el pasaje de electrones a través
de los complejos.

Existen diversos trabajos con aproximaciones transcriptdmicas y bioquimicas en
diferentes modelos de estudio (ratéon, humano), que dan informacién respecto a

cambios relacionados al metabolismo energético en la CCC.

Estudios en cardiomiocitos murinos.
En estudios transcriptomicos in vitro de cardiomiocitos de ratones, algunos trabajos no
han mostrado diferencias significativas respecto a cambios relacionados con el

metabolismo energético utilizando las cepas Dm28c y Brasil [55, 56]. En cuanto a
16



estudios transcriptémicos y por qRTPCR in vivo utilizando la cepa Brasil y SylvioX 10/4,
se ha observado, en etapas cronicas de la CCC, una disminucion en la expresién de genes
relacionados con la respiracién mitocondrial [57, 58].

Estudios in vitro con la cepa CL-Brener, mediante la medida de la respiracién
mitocondrial, han mostrado disminucion en el metabolismo energético en
cardiomiocitos de ratones infectados, 24hpi [59]. En modelos in vivo con la cepa SylvioX
10/4, distintos estudios bioquimicos en etapas crénicas de la enfermedad, muestran

resultados similares [60] [61].

Estudios en cardiomiocitos humanos.
En estudios transcriptémicos in vitro de cardiomiocitos humanos utilizando la cepa
Tulahuen no se encontraron cambios significativos respecto al metabolismo energético

[62].

Estudios en cardiomiocitos de pacientes con CCC

En cuanto a pacientes con CCC y otras patologias relacionadas, se demostré mediante
estudios transcriptémicos que la CCC muestra una respuesta caracteristica especifica
diferente a otra cardiomiopatia como la cardiomiopatia dilatada - CMD [63].
Particularmente se muestra que los mecanismos relacionados con la fosforilacién
oxidativa mitocondrial (junto con respuesta inmune, y metabolismo de lipidos) son vias
aumentadas exclusivamente en la CCC y no en la CMD. Ademas, en pacientes con
cardiomiopatia hipertréfica - HCM, un paso critico en la progresion hacia la CCC, se
demostré mediante estudios transcriptémicos, la sobre-expresién de genes de las vias
de la sintesis proteica y la fosforilaciéon oxidativa [64]. Por otro lado, en muestras de
pacientes con CCC se ha encontrado una disminucién en componentes del sistema
creatina quinasa, el cual relaciona el ATP producido en la mitocondria con el consumido
en procesos citosdlicos [65, 66]. Mas recientemente, el trabajo de Silva et al. [67]
muestra que la via de PI3Ky (perteneciente a la clase | de PI3K las cuales activan AKT y
eventualmente podria inducir un aumento en el metabolismo energético, ver mas
adelante) estd aumentada en pacientes con CCC asi como en modelos de ratones
infectados con la cepa Y. Finalmente, la presencia de citoquinas inflamatorias en

pacientes con CCC pueden también alterar el metabolismo energético. Por ejemplo, IFN-
17



vy puede inhibir el metabolismo oxidativo mitocondrial [68] e incrementar la tasa de
agotamiento del ATP en los cardiomiocitos [69]. Estos estudios dejan de manifiesto que
las respuestas energéticas encontradas a la infeccidn de cardiomiocitos con T. cruzi, son
complejas, los resultados obtenidos no son uniformes en los diversos trabajos, y
probablemente dependan del tipo de cepa, del modelo de infeccién (in vitro o in vivo)

asi como la especie (humano o raton).
mMTORC1 y su relacion con el metabolismo energético y la enfermedad de Chagas.

mMTOR (de sus siglas en inglés mammalian target of rapamycin), es una serin/treonin
quinasa que da lugar a dos complejos proteicos denominados mTORC1 y mTORC2, los
cuales regulan distintos procesos celulares. La regulacién de ambos complejos depende
de la via de sefializacidon intracelular PI3K/AKT. Las fosfatidilinositol 3quinasas - PI3K de
clase I, son un conjunto de enzimas que catalizan la produccién de un segundo
mensajero lipidico denominado fosfatidilinositol(3,4,5)-trifosfato (PIP3). Esto genera la
translocacioén de la quinasa AKT (proteina quinasa B) a la membrana, donde se activa por
la quinasa 1 dependiente de fosfoinositol (PDK1). La fosforilacion de AKT promueve la
fosforilacién e inactivacion del inhibidor de mTORC1, TSC2, lo que habilita su activacion.
Por otro lado, la activacién de mTORC2 requiere su asociacion con los ribosomas lo cual
es estimulado por la actividad de PI3K. La activacion de mTORC2 a su vez implica la

fosforilacién de AKT en la serina 473 [70].

En particular mTORC1 regula procesos como la proliferacién celular, sintesis proteica,
autofagia, y metabolismo energético. La actividad de mTORC1 puede ser regulada, entre
otros compuestos por la rapamicina, la cual es capaz de inhibirlo (sin afectar la actividad
de mTORC2). La activacion de mTORC1 lleva entre otros, a la fosforilacién de p70S6k
(proteina ribosomal S6 quinasa) y de la proteina de unién 1 al factor del inicio de la
traduccién 4E: 4E-BP1. Su fosforilacion libera a la proteina de su unién al factor de
traduccién, permitiéndole iniciar la misma (su fosforilacién habilita la traduccién)

[71]. La fosforilacidon de ambas moléculas se relaciona con la activacion de la sintesis
proteica. Particularmente ademds se ha mostrado que la fosforilacién de 4E-BP1 se

relaciona con un aumento de la actividad y biogénesis mitocondrial [72] (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la via de sefalizacién PI3K/AKT/mTOR, y sus efectores principales.
(extraida y modificada de: https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/pi3k-akt-
mtorpathway). Bajo diferentes sefiales como factores de crecimiento, PI3K se activa y fosforila
AKT. AKT fosforilado inhibe TSC2 por fosforilacion, lo que impide que el complejo TSC2/TSC1 se
una a RHEB (RAS homolog enriched in brain), permitiendo la activacién de mTORC1, iniciando
una cascada de sefiales como la fosforilacion de S6K y 4E-BP1. Estas sefiales terminan
favoreciendo la sintesis proteica y particularmente la actividad mitocondrial a través de la
fosforilacién de 4E-BP1. mTORC1 puede ser inhibido por rapamicina y/o analogos de la misma.
En el contexto de infecciones por T. cruzi, se ha observado un aumento en la fosforilacion
de AKT de células del sistema nervioso, como células Schwann humanas [73, 74].
También el tejido adiposo infectado, propuesto como un importante reservorio de
parasitos [19], muestra una activacion de la via PI3K/AKT [75]. Finalmente, fibroblastos

murinos, macréfagos humanos y murinos infectados [76, 77], células epiteliales [78] y

cardiomiocitos de ratén infectados [67] también muestran una activacién de la via
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PI3K/AKT. Ademas, cambios en mTORC1, han sido observados en células epiteliales

como las células Hela [78] y macrdéfagos murinos infectados [79].

Mds recientemente fue demostrado que la via de PI3Ky (perteneciente a la clase | de
PI3K que activan AKT) esta aumentada en pacientes con CCC asi como en modelos de
ratones infectados. El trabajo también resalta que la activacién de esta via en células
mieloides de los ratones infectados es esencial para controlar la parasitemia y que su
activacion tendria un rol importante en restringir particularmente la carga parasitaria en
corazones y en ultima instancia en evitar la miocarditis y el dafio cardiaco [67]. Otro
aspecto a destacar de la via PI3K/AKT/mTOR, es su rol en la sobrevida y reparacién de
distintos tipos celulares, pudiendo su activacion representar una forma que ayuda al

pardsito a persistir en el hospedero [19].

ROS, mTORC1 y Senescencia

Durante el proceso de respiracién celular se generan especies reactivas del oxigeno [80],
y un aumento moderado de las mismas puede llevar a una activacién de mTORC1. A su
vez, la activacién de mTORC1 via S6k provoca la fosforilacién de HDM2 (regulador del
gen supresor tumoral p53). Su fosforilacién llevaria a la estabilizacion de p53 y un
aumento de sus blancos, como p21, el cual detiene el ciclo celular, induciendo un
fenotipo senescente [81] (Figura 5). El estado de senescencia se genera en respuesta a
diferentes tipos de estrés celular y provoca diversos cambios en la célula siendo uno de
los mas notorios la falta de proliferacion y arresto del ciclo celular [82-84]. Dependiendo
del tipo celular y los factores de estrés que hayan inducido el estado senescente
(disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, dafio del ADN via ATM,, entre otros), se
obtendran variaciones en la respuesta especifica de la célula, lo que genera una
naturaleza diversa y compleja del perfil senescente. Una de las caracteristicas de estas
células es que son capaces de aumentar el metabolismo oxidativo mitocondrial, dado
gue tienen una alta demanda energética [85]. A su vez presentan un fenotipo secretor
asociado (FSAS) que incluye el aumento de algunas citoquinas y quimioquinas
inflamatorias como IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1B, factores de crecimiento y componentes de Ia
matriz extracelular MMPs [85-88]. El FSAS estd regulado a nivel transcripcional y post

transcripcional. La expresidon de muchos de los componentes de FSAS estdn regulados
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por los factores de transcripcién NF-kB y C/EBPB [85-88]. La secrecién de estos
componentes influye en el microambiente, y suelen atraer a células inmunes [89, 90].
Las células senescentes también se caracterizan por presentar cambios sustanciales a
nivel nuclear y de la cromatina como la acumulacién de focos de heterocromatina
asociados a la senescencia [91, 92]. Finalmente, un marcador clasico es el aumento en
la actividad de la enzima lisosomal B-galactosidasa asociada a senescencia, dado el
aumento de lisosomas en estas células. La actividad de la enzima puede ser detectada a
pH 6 (subdptimo) [93]. Considerando que ninguna de estas caracteristicas es exclusiva
de las células senescentes, se necesita una combinacion de distintos factores para
definir este perfil. Ha sido descrito que la activacién inmune crénica durante la
enfermedad de Chagas produce senescencia en células T CD4+ y CD8+ debido al
agotamiento celular por la persistencia de T. cruzi en el hospedero [94, 95]. Ademas,
recientemente se ha observado que T. cruzi es capaz de inducir un fenotipo senescente
en fibroblastos infectados, los cuales sobreexpresan B-galactosidasa, asi como producen
citoquinas asociadas al fenotipo secretor senescente. También aumentan la produccidn

de especies reactivas del oxigeno y disminuyen su proliferacion [96].
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Figure 5. Esquema de la interconexion entre mTORC1 y estrés oxidativo mitocondrial en la
generacion de senescencia. Tomado de [81]. Existen diversas sefales capaces de activar mTORC1
(lineas azules). A su vez el estrés oxidativo y la funcién mitocondrial se proponen como
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reguladores adicionales de mTORC1, capaces de generar una detencién del crecimiento celular
induciendo un estado de senescencia mediado por la quinasa p70S6K, la cual es capaz de modular
la actividad de HDM2 y consecuentemente de p53. Estas conexiones se muestran en rojo.

Repuesta inflamatoria contra T. cruzi

La respuesta inmune del hospedero frente a T. cruzi en la etapa aguda es efectiva para
controlar la carga parasitaria, pero no elimina la infeccién, y los parasitos persisten
durante décadas en los tejidos del hospedero, a menudo como infecciones
asintomaticas. Esto implica que el parasito es capaz de evadir el sistema inmune
logrando persistir. A pesar de muchos afios de investigacidn, aun no estan claros los
mecanismos de patogénesis de T. cruzi que expliquen por qué algunos pacientes
permanecen toda la vida asintomaticos y otros progresan y desarrollan la enfermedad
de Chagas. El dafio tisular es una consecuencia directa de la presencia del parasito,
induciendo dafo e inflamacion crdnica, ademads existe una respuesta autoinmune
desencadenada por moléculas similares entre T. cruzi y proteinas del hospedero que
podria estar vinculada con la patogénesis de la enfermedad. Ambas respuestas no son
mutuamente excluyentes [97, 98]. Independientemente de los mecanismos
involucrados en la patogénesis, la respuesta inmune innata y adaptativa y su interacciéon

con el parasito juegan un rol fundamental [99].

Respecto a la respuesta inmune innata, los microorganismos presentan estructuras
altamente conservadas, denominadas patrones moleculares asociados a patdgenos,
PAMPs. Entre ellos se encuentran lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, y distintos
tipos de proteinas. Estos son reconocidos por diferentes receptores asociados a
patdgenos (PPR). Los receptores de tipo Toll (TLR-Toll like receptors), son un tipo de PPR,
gue juegan un rol importante en la respuesta innata de T. cruzi [100]. En humanos hay
definidos 10 tipos de TLRs [101]. Los TLRs, ademas pueden ser activados por
componentes enddgenos liberados a causa de tejido dafiado o inflamado [102] [103],
los llamados patrones moleculares asociados a daifio, DAMPs [104]. Los TLRs muestran
una expresion diversa en una variedad de células y tejidos, asi como diferente
localizacion subcelular (ya sea en la superficie celular o dentro de los compartimentos

endosomales). Existe un grado de redundancia entre las sefiales inducidas por varios
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TLR, aunque también se han identificado vias de sefializacién especificas para alguno de
ellos. Para generar una respuesta, transmiten su sefal a través de diferentes moléculas
adaptadoras, entre ellas MyD88 o TRIF [105, 106]. La activacidn de distintos TLRs lleva a
la expresidn de genes relacionados con la respuesta inflamatoria ya sea a través de NF-

kB (como el factor de necrosis tumoral alfa -TNF-a, IL12) o de IRF3/7 (como interferones

alfa y beta - IFNa, B) en macréfagos y células dendriticas (Figura6).
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Figura 6. Diferentes PAMPs de T. cruzi son reconocidos por distintos TLRs activando respuestas
inflamatorias. Tomado de [100]. El reconocimiento de diferentes moléculas de T. cruzi, como los
glicoconjugados de la superficie del parasito y los acidos nucleicos, se produce a través de
distintos receptores tipo Toll, que se localizan en la membrana plasmdtica o las membranas
endopldsmicas, y se expresan de manera diferencial en varios tipos de células del sistema inmune
innato. Los anclajes GPI de glucoproteinas similares a mucinas activan el heterodimero TLR2 /
TLR6, GIPL es un agonista para TLR4, el ADN gendmico activa el TLR9 y TLR7 estd involucrado en
el reconocimiento del ARN del parésito. Los TLR inducen la activacion de NF-kB y/o IRFs a través
de su interaccidn con diferentes moléculas adaptadoras que contienen dominios TIR. De estos,
MyD88 y Mal / TIRAP son necesarios para la activaciéon de NF-kB via TLR2 y TLR4. De manera
independiente de MyD88, TRIF y TRAM sefializan a través de TLR4, activando IRF3. TLR7 y TLR9
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activan NF-kB e IRF7 a través de MyD88. La activacion de NF-kB conduce a la produccidn de
citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-12, mientras que se requieren IRFs para la
transcripcién de IFN tipo I.

Tanto NF-kB como IRF3 y 7 (pertenecientes a la familia de factores de regulacion de
interferdn), juegan un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune debida a
infecciones, generando respuestas inflamatorias [107-109]. También ambos son
reguladores claves en la activacidn clasica de macréfagos (M1) [110, 111], caracterizados
por aumentar la produccién de citoquinas inflamatorias, asi como tener actividad
antimicrobiana. Estos macréfagos (M1) pueden ser activados mediante TLR4 capaz de
activar PI3K a través de la proteina adaptadora BCAP [112], con la subsiguiente
activacion de la via AKT/mTORC1 [113]. Se ha mostrado que la resistencia del hospedero
a la infeccion por T. cruzi depende de la produccion de IL12 y TNF mediada por MyD88
y de IFN-B mediada por TRIF en células dendriticas y macrofagos [114]. TRIF es activado
Unicamente por los TLR3 y 4. Dentro de las estructuras de superficie del parasito
reconocidas por los receptores TLR, se encuentran las moléculas de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), las cuales anclan a las glicoproteinas de superficie a la
membrana y las de glicoinositolfosfolipido (GIPL). En particular se demostré la gran
capacidad de las GPI purificadas de mucinas de tripomastigotas de inducir la sefializacidn
a través de TLR2 [115], y las de los GIPL como agonistas del TLR4 mediando la induccion
de NF-kB y mediadores inflamatorios [116, 117]. También se reportd que el ADN de T.
cruzi tiene la capacidad de inducir sefalizacion por TLR9 [118] [119, 120] y el ARN por
TLR7 [121]. Se ha demostrado que la induccion de IFN, IL12 y otras citoquinas
proinflamatorias mediada por TLRs y en particular por MyD88, es de gran importancia
para el control inmune de la enfermedad de Chagas; animales knockout para el gen
MyD88 (MyD88 KO) mostraron una clara disminucién en la produccion de citoquinas
proinflamatorias (TNF e IFN), asi como un aumento en la susceptibilidad a la infeccién

por T. cruzi (mayor parasitemia y mortalidad) [122].

Terapias dirigidas al hospedero

Si bien los abordajes clinicos para enfermedades infecciosas tienen como foco el uso de

medicamentos que permitan la eliminacidn del agente infeccioso, en los ultimos afios
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dado el incremento en el conocimiento sobre las interacciones hospedero-patégeno, el
abordaje también se ha volcado a la identificacidn y desarrollo de terapias dirigidas al
hospedero. Este tipo de estrategias terapéuticas son actualmente terapias
complementarias viables y exitosas utilizadas en distintas infecciones bacterianas,
virales y parasitarias [123]. Como ejemplos de este tipo de tratamientos en parasitos, en
el caso de Plasmodium falciparum, causante de la malaria, una enzima relacionada al
metabolismo del hierro (ferroquelatasa) del hospedero parece ser importante para la
sobrevida del pardsito, y el uso de un farmaco para inhibir dicha enzima
(desferrioxamina) esta siendo considerada para su uso en malaria [124]. También en
casos de malaria severa, el uso de anticuerpos anti-TNF-a disminuyd la carga parasitaria
de manera dependiente de la dosis y tuvo notables efectos antipiréticos [125]. En el caso
de la tripanosomiasis africana causada por Trypanosoma brucei, se ha visto, utilizando
ratones como modelo de infeccion, que un equilibrio entre la respuesta temprana TH1
(IFN-y, TNF-a) y tardia TH2 (IL4, IL10) es capaz de controlar la parasitemia [126]. En el
caso de enfermedades causadas por Leishmania (cutdnea, mucocutdnea o visceral) se
ha probado el uso de los farmacos Imiquimod y resiquimod, ambos capaces de generar
una respuesta inmune innata por medio de un receptor Toll-like, induciendo Ia
produccién de IL6 e interferones tipo 1 asi como TNFa, y, por lo tanto, actuando también
a través del hospedero [127]. Otro ejemplo es el caso de infecciones causadas por
Leishmania tropica, en las cuales se observé que la droga rapamicina, capaz de inhibir
MTORC1 es capaz de controlar la carga parasitaria en ratones infectados con este

parasito [128].

Por otro lado, en lo que respecta a farmacos relacionadas especificamente con la
respiracion mitocondrial, estan como ejemplos la metformina, usada ampliamente en el
tratamiento de la diabetes tipo 2. La misma es capaz de interrumpir la cadena
respiratoria mitocondrial e inducir la produccién de ROS. El uso de esta droga en la
infeccion por Mycobacterium tuberculosis permite incrementar la muerte de esta
bacteria via la produccion de ROS, mejorar el control de la carga bacteriana, reducir la
patologia pulmonar en ratones e incrementar la respuesta inmune contra la bacteria

[129].
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Dado que en la enfermedad de Chagas se han encontrado cambios en el metabolismo

energético, mostramos en la Tabla 1 farmacos, muchos de ellos ya aprobadas por la FDA,

capaces de modular directa o indirectamente el metabolismo energético, que

analizamos en este trabajo de tesis. Algunos de estos farmacos actian también directa

o indirectamente sobre el metabolismo energético de microorganismos infecciosos

(Atovaquone):
Farmaco Funcién clasica Funcion asociada a metabolismo energético Antecedentes de uso en
T. cruzi

Rapamicina | El farmaco Sirolimus se utiliza en Inhibe mTORC1 En modelos de infeccién in vitro en
pacientes que van a ser macréfagos su uso ayuda a controlar la
transplantados para evitar el replicacion de T. cruzi [79].
rechazo del 6rgano [130].

Se ha investigado su uso para el
tratamiento de algunos tipos de
cancer [131].

Metformina | Reduce niveles de glucosa en sangre | Inhibe complejo | de la respiracidn [132] Mayor sobrevida en ratones infectados
mediante diversos mecanismos. tratados con metformina [133].
Tratamiento diabetes tipo II.

Imatinib Inhibidor especifico de la tirosina Inhibe la glucélisis [134]. Se mostréo una actividad moderada
quinasa Ber-Abl. contra diferentes cepas y formas del

parasito [135].
Tratamiento de la leucemia
mieloide crénica.
Galloflavin No tiene actualmente usos clinicos. | Inhibe las enzimas lactato deshidrogenas Ay B Nosotros encontramos aumento de
(LDHA y LDHB) [136]. expresion de LDHB en cardiomiocitos
infectados.
Atovaquone | Tratamiento de Malaria [137] Inhibe el complejo Ill de la respiracién en
P.falciparum. Estructuralmente es similar a la
ubiquinona mitocondrial interna (coenzima Q),
componente del complejo
1.[137].
Visnagin No tiene actualmente usos clinicos. | Inhibe la enzima Malato deshidrogenasa 2 Nosotros encontramos aumento de
(mitocondrial) [138]. expresion de MDH2 en cardiomiocitos
infectados.

Aicar Anteriormente se uso para -Activa la proteina quinasa activada por En infecciones virales y bacterianas su
tratamiento y proteccion AMP (AMPK), la cual estd relacionada con activacion puede ser favorable o
contra la lesion isquémica cardiaca. | el metabolismo energético 139]. perjudicial dependiendo del

microorganismo [140].
-Regula el metabolismo de los lipidos y de la & [140]
No hay antecedentes de usoen T.
glucosa [139]. .
cruzi.
-Otros: Regula la produccién de citoquinas
inflamatorias, la proliferacién celulary la
apoptosis [139].
Curcuma Se utiliza como condimento en las Es capaz de inhibir la glucdlisis y/o la fosforilacion | Utilizando ratones como modelo de

comidas. Tiene propiedades
antiinflamatorias.

oxidativa, e inhibir la sefializacién via PTEN/AKT en
células cancerigenas [134].

infeccidn, se encontraron efectos
protectores [141].

Tabla 1. Seleccion de farmacos involucrados en el metabolismo energético.

26




INTRODUCCION

Interaccion T. cruzi — célula hospedera
T. cruzi es capaz de infectar casi cualquier tipo de célula nucleada. Para lograr la infeccidn

T. cruzi, en primer lugar, debe poder adherirse a la célula hospedera. Estas primeras
interacciones dependen de la cepa, del estadio del parasito, y del tipo celular infectado,
generdndose diversas y muy complejas transducciones de sefales en la célula
hospedera. Distintas moléculas de superficie del pardsito pueden interaccionar con
diversos receptores de las células hospederas, asi como también factores secretados por
ambos tipos celulares estan involucradas en el proceso de infeccion y transduccién de
sefiales [142] [143]. La Figura 7 resume algunas de las moléculas (del parasito y de la
célula) que han sido involucradas en la interaccién en distintos tipos celulares, distintos
estadios del parasito y diferentes cepas [142]. Dependiendo de las interacciones
moleculares especificas que se lleven a cabo entre T. cruzi y la célula hospedera sera el
tipo de respuesta obtenida. Estd gran versatilidad del parasito se relaciona con la gran

cantidad de proteinas de superficie que es capaz de expresar. Muchas de ellas

pertenecen a grandes familias multigénicas.
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Figura 7: Modelo esquematico que resume las moléculas involucradas en el proceso de
interaccidn entre un tripomastigota de T. cruzi y una célula hospedera. Extraido de [142].
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Familias multigénicas del parasito.
Aproximadamente el 50% del genoma de T. cruzi estd formado por secuencias

repetitivas, muchas de ellas debidas a la presencia de familias multigénicas y
retrotransposones [3]. Dentro de las moléculas presentes en el pardsito involucradas en
la infeccidon, las glicoproteinas de superficie como las TS/gp85, mucinas, “Mucin
Associated Surface Proteins” MASP, asi como la cruzipaina y oligopeptidasa B son las
mas relevantes [144]. Las transialidasas (TS) constituyen una superfamilia multigénica
gue se encuentra presente en kinetoplastidos como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
bruceiy Trypanosoma rangeli, representada en T. cruzi por mas de 1400 pardlogos [145].
Estas enzimas transfieren residuos de acido sidlico desde glicoconjugados del hospedero
hacia las mucinas del parasito [146]. Esto es importante ya que el acido sidlico no puede
ser sintetizado por el parasito y la presencia de este residuo es de utilidad para distintos
aspectos de la infectividad parasitaria [147] [148]. Las TS de tripomastigotas se
encuentran ancladas a la superficie por una molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
[147]. Durante el estadio intracelular amastigota, la expresion de la TS disminuye
significativamente, volviéndose a expresar cuando los amastigotas detienen su division
para convertirse nuevamente en tripomastigotas [149]. Las transialidasas también
pueden ser secretadas por el parasito y se ha demostrado que las TS son capaces de
aumentar la sobrevida de neuronas y células gliales mediante la activacion de la via
PI3K/AKT a través de su interaccion con el receptor quinasa de tirosinas A (TrkA), de

manera independiente de su actividad enzimatica [73, 150, 151].

Las mucinas de T. cruzi (TcMUC) estadn codificadas por una gran familia multigénica
formada por cerca de 500 pardlogos [3]. Todos los genes codifican proteinas con un
péptido sefial N-terminal y sitios de anclado a GPI en la regién C terminal, mientras que
la regidn central es altamente variable [152]. Son proteinas altamente glicosiladas que
cumplen diferentes funciones en cada estadio del parasito. En los estadios presentes en
el insecto vector participan en la adhesién y en la defensa frente a la protedlisis. Por otro
lado, en los estadios presentes en el hospedero mamifero, las mucinas son de mayor
tamafio y con mayor variabilidad en la secuencia de glicanos; sus roles estan vinculados
alainvasién y la evasiéon de la respuesta inmune [153].
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Las MASP, del inglés “Mucin Associated Surface Proteins” constituyen una familia
multigénica formada por mas de 1200 pardlogos [154]. Las MASP estan caracterizadas
por presentar regiones N y C terminales conservadas que codifican para un péptido sefial
y un sitio de anclaje a GPI respectivamente, mientras que la regidon central es altamente
variable y repetitiva. Debido a que son proteinas de superficie altamente polimérficas y
gue son capaces de secretarse al medio, se ha especulado con que ademas de tener un
rol en la infectividad, las MASP juegan un rol en la evasidn del sistema inmune [155,

156].

Junto con las principales proteinas de superficie pertenecientes a familias multigénicas,
otras glicoproteinas de superficie han sido implicadas en la infeccidn, tanto modulando
positivamente como negativamente la invasion. Dentro de las moléculas que
promueven la invasion se encuentra la glicoproteina gp82 [157] y, como ejemplo de

modulacion negativa, la glicoproteina gp90 [158, 159].

Moléculas del hospedero involucradas en la invasién

Uno de los enfoques mas utilizados para identificar genes involucrados en la
susceptibilidad celular a la infeccién por Trypanosoma cruzi fue el uso de interferentes
de ARN o ARNi, mediante técnicas de “screening” o rastreo de alto rendimiento [78,
160]. En uno de estos trabajos se identificaron 14 genes necesarios para la infeccién,
algunos de ellos podrian funcionar como receptores para la entrada del parasito (CABP2,
CDH11, LOC401993, PCDHA13 y PRIMA1) y otros podrian estar relacionados con la
liberaciéon de calcio desencadenada por T. cruzi durante la invasion celular (CABP2,
CDH11, LOC401993, PCDHA13) [161]. Ademas, dos de ellos (FUT8 y CDH11) podrian
relacionarse con la sefializacién mediada por TGF-B, cuya inhibicién se ha visto
disminuye los niveles de infeccién [162, 163]. En el segundo trabajo, se identificaron
alrededor de 100 genes cuya interferencia modula el crecimiento intracelular, algunos
de ellos vinculados al citoesqueleto fueron necesarios para la infeccion celular, otro
grupo de genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos fueron identificados
como necesarios para sustentar la replicacién de los amastigotas intracelulares [78].

También se demostré que el metabolismo de purinas, pirimidinas, pteridinas asi como
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la actividad de la via AKT son fundamentales para el ciclo infectivo del parasito [78]. Es
importante resaltar que en ninguno de estos ensayos usando interferencia fueron
identificados genes relevantes para la infeccidn previamente validados como la galectina
3, la citoqueratina 18, trombospondina 1, laminina y1y el receptor de LDL oxidado [164-
168]. En base a toda esta informacidon queda de manifiesto que el proceso de infeccién
por T cruzi es muy complejo, involucra distintas moléculas y vias de transduccién de
sefiales en la célula hospedera. Quizds es por esta complejidad que las diferencias
experimentales (tipo celular, cepa del parasito, condiciones de infeccidn, entre otras)

podrian llevar a grandes diferencias en los resultados obtenidos.

Mecanismos de Invasion

Luego del reconocimiento y la adhesién del pardsito a la superficie celular se da el
proceso de internalizacidn, el cual se puede dar por al menos 3 mecanismos diferentes
[142, 169, 170]. Uno de los mecanismos de entrada es la fagocitosis /macropinocitosis
que ocurre en células fagociticas profesionales y es dependiente de los filamentos de
actina [171]. Otro de los mecanismos utilizados por el pardsito para ingresar a las células
hospederas es también dependiente de actina, pero no involucra la formaciéon de
pseuddpodos u otra alteracion de la membrana plasmatica de la célula hospedera. Por
ultimo, los tripomastigotas también pueden entrar en células no fagociticas a través de
las invaginaciones de la membrana plasmatica que acumulan PIP3, el producto principal
de la activacién de PI3K [74] [172]. Los mecanismos de invasién también pueden
depender de la forma del pardsito, por ejemplo, recientemente se ha visto que
amastigotas extracelulares de T. cruzi desencadenan selectivamente las vias PI3K / AKT
y ERK durante la invasion de células Hela [173]. Independientemente del mecanismo de
entrada, se aumentan los niveles de Ca?* intracelular de la célula infectada y los parasitos
se encuentran durante las primeras horas rodeados de una vacuola parasitéfora que se
fusiona con endosomas y lisosomas tempranos [74]. El parasito permanece en la vacuola
aproximadamente entre 2-8 horas luego de la infeccion y escapa de la misma entre las
8-15 horas aproximadamente [174]. La salida de la vacuola es facilitada por el bajo pH
de la misma dado por los lisosomas [175]. En la Figura 8 se muestra un esquema de las

diferentes vias de ingreso de los parasitos.
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Figura 8: Modelo de invasion de tres mecanismos por T. cruzi. Extraido de [176]. El modelo
indica tres mecanismos distintos de entrada de T. cruzi en la célula hospedera. (a) la via
dependiente del lisosoma iniciada mediante una exocitosis regulada por Ca?* de los lisosomas en
la membrana plasmatica; (b) en la via dependiente de actina, los tripomastigotas penetran en
una célula hospedera a través de una expansion de la membrana plasmatica que culmina en el
ensamblaje de una vacuola parasitéfora. Tanto los endosomas como los lisosomas pueden
fusionarse con la vacuola parasitéfora; (c) en la via independiente del lisosoma, los parasitos
ingresan a las células a través de las invaginaciones de la membrana plasmatica que acumulan
PIP3 (producto de la activacién de la clase | PI3K). Posteriormente, los pardsitos internalizados
estan contenidos en las vacuolas formadas a partir de la membrana plasmatica y maduran
adquiriendo marcadores endosdmicos tempranos y posteriormente marcadores lisosémicos.
Mas tarde, la forma tripomastigota se transforma gradualmente en amastigota generando
simultaneamente la lisis de la membrana de la vacuola parasitéfora. Luego, los amastigotas en
contacto directo con el citoplasma comienzan a dividirse.

Respuesta transcripcional de células infectadas con T. cruzi

Diferentes estudios transcriptdomicos utilizando tecnologias de microarreglos o
secuenciacidon masiva, en distintos tipos de células infectadas han permitido comenzar
a evaluar las caracteristicas particulares y comunes de las respuestas a la infeccion [55-
58, 62, 63, 67, 78, 177-184] Tabla 2. Muchos de estos trabajos utilizan distintas
metodologias (experimentos de microarreglos o de secuenciacién masiva), diferentes
cepas de T. cruzi, distintos protocolos de infeccidn y distintos tiempos post infeccion,
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entre otros. Todas estas variables hacen que sea dificil la comparacion entre los distintos
trabajos, y no tener en cuenta las mismas, puede llevar a sacar conclusiones incorrectas.
En nuestro grupo hemos llevado a cabo experimentos de infeccién con la misma cepa
(Dm28c) en cardiomiocitos humanos ([185] y Anexol), células epiteliales HeLa ([179]) y
macréfagos THP1 (trabajo no publicado aun), utilizando la misma tecnologia
(microarreglos de Agilent), protocolos y tiempos similares de infeccidn. Esto nos permite
comparar las respuestas minimizando variables, y por lo tanto nos avala a extraer
informacién confiable de vias comunes y especificas de cada tipo celular. Esta
informacién puede ayudar a comprender mejor la patologia de la enfermedad de

Chagas.
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Cepa DTU Modelo de Modelo de infeccién Relacion Tiempo de Tiempos Metodologia Referencia
utilizada propagacion parasito/ | interacciony analizados utilizada .
, afno
: cantidad de
célula
lavados
Sylvio TCI C2C12 (linea Ratones machos C3H 1 milléon | NA (No | 3, 37 y 110 | Atlas mouse 1.2 1l | [58], 2003
X10/4 celular de /HeN de 6-8 semanas | de aplica) dias post Microarreglos
Clontech
musculo tripomas infeccion
esquelético tigotas (dpi)
murino)
ND ND NA Tejidos de corazén de | NA NA NA Microarreglos [63], 2005
pacientes con CCC o Affymetrix
DCM
Brasil TCI ND 5-7 ratones machos | 5x10* NA 30, 60, 90, | Microarreglos de | [181], 2008
CD-1.  Cultivo  de | tripomas 120, 150, 180 | CONA del Albert
Y TCIN Einstein College of
cardiomiocitos de | tigotas dpi Medicine
ratones
Tulahuen | TCIl | ND Hela 10:1 0 3 dpi Microarreglos [57], 2008
Affymetrix
Y TClI LcMK2 (M. Fibroblastos, células | 1 2 hs 24h horas Microarreglos [184], 2009
Aff ix.
mulatta). endoteliales y células | x10%/ml post ymetrix
5 lavados PBS
del musculo liso parasitos interaccién
(hpi)
Brasil TCI Mioblastos Cardiomiocitos de | 5:1. 24hs, 48hpi Microarreglos de | [56], 2009
de rata L6E9. | ratones neonatos ND lavados CI.)NA . del Albert
Einstein College of
Medicine
Brasil TCl, Mioblastos Mioblastos de rata 1:1 48hs, 72hpi Microarreglo de | [180], 2010
de rata L6E9. | L6E9. 27K impreso en |a
Y TCI 2 lavados Universidad de
Duke.
CLBr, TeVvi
Tulahuen | TCII
Dm28c | TCI Células Vero. | Cardiomiocitos 10:1. 6hs, 1 lavado | 1, 2, 4, 6, 12, | Microarreglos [55], 2011

primarios de ratén
obtenidos de

embriones de 18 dias.

con Ringer.

24,y 48 hpi.

Affymetrix.
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con CCC, DCM.

Agilent

Thaluen | TCIl | LcMK2 Hela 5:1 2hs, 2 lavados | 18 y 72 hpi Genome wide [78], 2013
PBS RNA.I.
Dm82c | TCI Células Vero. | Hela 10:1. 4hs, 2 lavados | 0, 3, 6 hpi Microarreglos [179], 2014
PBS. Agilent.
Tulahuen | TClI Células de | Cardiomiocitos 10:1. 0 15, 30, 60, 90 | Microarreglos [62], 2016
mioblastos de | humanos  primarios and 120 min. | Affymetrix
corazon. (PromocCell)
1 lavado.
Y TClI LLcMK2 Fibroblastos humanos | ND 2hs, 5 lavados | 4,6,12,24,48 Illumina Hiseq | [178], 2016
con PBS y 72hpi 1500 PE 101pb
Sylvio TCI Células Vero. | Fibroblastos humanos | 10:1 2hs, 5 lavados | 4, 12, 20, 24, | lllumina HiSeq | [177], 2016
PBS 30, 48,72 and | 1500 PE 100pb
Y TClI
96 hpi
CLBrener | TCVI | LLCMK2 Fibroblastos humanos | 80:1 2hs, 3-5 | 60 -96hpi Illumina HiSeq | [183], 2017
| PB 1 PE1
cL14 oVl avados PBS 500 00pb
Y TCIl | Células Vero. | Explantos de placenta | 10° 0 10° | O 2 0 24 hpi Microarreglos [182], 2018
humanas parasitos Agilent
Se lava, pero
/ml.
no especifica
cantidad.
ND ND NA Muestras de pacientes | NA NA NA Microarreglos [67], 2018

Tabla 2. Resumen de articulos de estudios transcriptémicos en diferentes modelos de infeccién de T. cruzi.
(ND: No hay datos, NA: No Aplica)
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OBJETIVOS
GENERAL

Estudiar la interaccidn T. cruzi — cardiomiocitos humanos a tiempos cortos de infeccién y
compararla con la infeccion en macréfagos y células epiteliales humanas.

ESPECIFICOS

1. Llevar a cabo estudios de expresion génica diferencial entre cardiomiocitos primarios
humanos infectados con T. cruzi versus cardiomiocitos no infectados, a tiempos cortos de
infeccion.

2. Analizar funcionalmente aquellas vias bioldgicas alteradas en respuesta a la infeccion por T.
cruzi.

3. Estudiar el efecto de distintos farmacos relacionados con el metabolismo energético, en la
infeccidn/replicacién del parasito.

4. Comparar la respuesta a la infeccidn con T. cruzi en las siguientes células humanas:
cardiomiocitos primarios, células epiteliales y macrofagos.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares
Todas las células fueron cultivadas en atmadsfera humeda con 5% de CO, a 372C. Los

cardiomiocitos humanos primarios (Celprogen - 36044-15) fueron cultivado en el medio
de cultivo para Cardiomiocitos humanos primarios (Celprogen) suplementado con 10%

de suero bovino fetal (SBF) inactivado durante 40 minutos a 56°C.

Las células endoteliales primaria de vena umbilical humana -Huvec- (ATCC) fueron
cultivadas en un medio Vascular Basal (ATCC) suplementado con el Kit de crecimiento

BBE- para células endoteliales (ATCC).

La linea celular de monocitos leucémicos humanos (THP1) se cultivé en medio RPMI1640
(Gibco) suplementado con 0.05mM de 2 mercaptoetanol y 10% de SBF. La diferenciacién
de los monocitos a macréfagos se hizo a partir de 1 x 10° células en placa de 6 pocillos
con 160nM de Phorbol 12-mistrato 13-acetato (PMA) (Sigma) durante 24hs. Luego se
lavaron las células y se agregd medio sin PMA por otras 24hs para luego llevar a cabo los

experimentos de infeccidn.

Cultivo de parasitos

La cepa de T. cruzi utilizada en este trabajo fue Dm28c del linaje Tcl [186]. La obtencion
de tripomastigotas se hizo a partir de la infeccién de células Vero. Luego de 5-6 dias, el
sobrenadante de cultivo conteniendo tripomastigotas se centrifugé a 1500 g durante
10min vy se lavé una vez con PBS, para ser utilizado en los ensayos de infeccién (protocolo
P3 en base a Anexo 2). Para los ensayos de infeccién, cardiomiocitos semiconfluentes
fueron infectados en una relacién 10:1 tripomastigota:células, centrifugados 1 minuto a
250g e incubados durante 2 hs (periodo de interaccidén) para permitir la invasion del
parasito a 372C, 5% COy, en el medio de cardiomiocitos sin suero. Luego del periodo de
interaccion, los parasitos fueron removidos, y las células lavadas 3 veces con PBS, e
incubadas en el medio de cardiomiocitos conteniendo 10% suero. Las muestras (células
infectadas y controles) fueron tomadas 0, 3, 6 y 12 horas post interaccion (hpi), llamados

to, t3, tey t12 respectivamente. Para algunos casos también se tomaron muestras 24y 48
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hpi. En el caso de las células THP1, las muestras fueron tomadas 0, 3, 6, 12 y 24 horas

post interaccion (hpi).

Extraccion de ARN y Microarreglos
El ARN total de las distintas muestras fue purificado utilizando el kit Direct-zol RNA

MiniPrep Kit (Zymo) como indica el fabricante. En todos los casos se traté con DNAsa
libre de RNAsas con el fin de remover ADN contaminante. El ARN total fue cuantificado
utilizando el espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies), y su
calidad fue determinada mediante el Agilent 2100 Bioanalyzer, y las muestras con un
RIN (RNA Integrity Number) mayor a 7 fueron utilizadas. Los experimentos de
Microarreglos se realizaron utilizando los Arreglos de Agilent: “Human Gene Expression
4x44k” (Agilent) marcando con un color. Se utilizaron 200ng de ARN total, y los mismo
fueron retrotranscriptos a ADNc, y luego transcriptos a ARNc y marcados utilizando el
kit de Agilent: “Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-color”. EI ARN marcado fue
purificado con el kit: “/llustra RNAspin Mini Isolation kit (GE Healthcare). La cantidad
total y la especificidad del ARNc obtenido fue verificada utilizando el espectrofotémetro
NanoDrop ND-1000. Luego se procedid a la hibridacién, y lavado de las muestras segin
las especificaciones del protocolo del kit de Agilent. Los microarreglos fueron
escaneados utilizando el scanner de Agilent modelo G2565BA, y adquiridos a través del
programa de Agilent Feature Extraction (versiéon 9.5.1). Para el caso de los
cardiomiocitos se hicieron tres réplicas biolégicas para el tiempo to y t3, y dos para los
tiempos te y tiz. Para el caso de los microarreglos de THP1 se hicieron tres réplicas

bioldgicas para las muestras tomadas a to, t3, ts, t12 Y t24 luego del periodo de interaccion.

Analisis informatico

Microarreglos de Cardiomiocitos y macrofagos y andlisis de vias bioldgicas alteradas

El procesamiento de los datos de microarreglos se hizo utilizando el programa
GeneSpring GX de Agilent (versidon 12.0). Los genes significativamente sobre y sub
expresados fueron identificados utilizando el test ANOVA con un p-value <0.01 para
cardiomiocitos y un un p-value <0.001 para THP1, aplicando la correcciéon de test

multiple de Benjamini-Hochberg. Se consideraron aquellos genes con un cambio de
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expresion de al menos dos veces respecto al control para al menos un tiempo (FC > 2).
Para todos los casos se consideraron vias bioldgicas significativas aquellas con un valor

de FDR (False Discovery Rate) <0.05.

La comparacion de distintas vias biolégicas entre experimentos de infeccion de
cardiomiocitos, Hela y THP1 se llevd a cabo con el software libre Funrich

(http://www.funrich.org/) [187]. Se tomaron para cada caso los resultados obtenidos

para los tiempos t0, t3, y t6. Definimos para cada tipo celular genes sobreexpresados o
subexpresados como aquellos que cambian su expresidon en al menos dos veces para al

menos dos tiempos de los tres analizados.
Andlisis de cluster entre células HelLa, macrofagos y cardiomiocitos

Los resultados obtenidos luego de analizar las imagenes de los microarreglos de Hela,
THP1 y cardiomiocitos con el programa Feature Extraction (Agilent) de muestras
infectadas y controles a t0, fueron procesados utilizando el paquete lima del entorno R.
Se llevé a cabo la correccidn del background con el método “normexp” de lima (offset=1)
y la normalizacién entre microarreglos fue llevada a cabo por el método de los cuantiles.
Finalmente, dentro de cada microarreglo los valores replicados para cada sonda fueron
reemplazados por el valor promedio del logaritmo en base 2 de los valores. El analisis de
clusters, se realizé sobre la matriz de expresién de los genes anteriormente identificados
como diferencialmente expresados en al menos un tipo celular (5972 genes). El analisis
fue basado en las distancias euclidianas y el método de unién completo (funciones dist
y hclust del entorno R). El dendrograma fue construido en base al promedio de expresién
por tipo celular y condicidn (infectado versus control) y la topologia reproduce el

dendrograma que se obtiene sin este colapsamiento de las muestras.

Obtencion de datos para el diagrama de Venn de muestras controles

Luego de llevar a cabo la normalizaciéon de los datos de microrarreglos como fue
explicado anteriormente, para los controles no infectados en cada tipo celular a t0, se
identificaron los genes con un valor de expresion promedio mayor a 7.4,
correspondiendo este limite al primer valor del primer cuartil de la distribucién de los

valores de expresién en cada muestra.
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Transcripcion reversa y PCR cuantitativa (qQRTPCR)
A partir de 500ng de ARN total se sintetiz6 ADNc utilizando la retrotranscriptasa

SuperScript Il (Invitrogen) con Oligo(dT). Los oligos utilizados durante esta tesis se
muestran en la Tabla 3. La mayoria de estos oligos fueron disefiados en dos exones
diferentes para evitar amplificacidon del ADN. Las reacciones fueron llevadas a cabo en
un volumen total de 10uL utilizando el kit de SybrGreen (KAPA SYBR FAST Universal 2X
gRTPCR Master Mix, KapaBiosystems), una concentracion de los oligos forward y reverse
de 200nM, y 1uL de una dilucién 1/5 del ADNc. Cada reaccidn se hizo por duplicado en
el equipo Eco Real-Time PCR System (lllumina). Las condiciones estandar de
amplificacién fueron: 3 min a 95°C y 40 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 58°C, y 30s a 72°C.
Luego de la reaccidn de PCR, se analizaron las curvas de disociacién para comprobar la
amplificacién de un solo producto. También para algunos genes (LDHB, MDH2, RPS10, y
PGC-1a) se realizaron geles de agarosa y secuenciacion de los productos de PCR, con el
fin de comprobar el tamafio y la secuencia esperada. Los valores de Ct para cada gen
fueron normalizados en base al gen GAPDH, calculando el ACt para cada gen en todas
las muestras (2-3 réplicas de los controles y muestras infectadas para los distintos
tiempos post infeccidn). El método delta-delta Ct fue utilizado para determinar la

expresion relativa de cada gen en la infeccidn respecto al control [189].

Para determinar la relacion de ADN mitocondrial (ADNmt) respecto al nuclear, el ADN
total de las muestras infectadas y controles fue extraido con el kit DNAzol kit
(Invitrogen). La relacion de ADNmt respecto al nuclear se determinaron por PCR en
tiempo real utilizando oligos especificos para el fragmento 7122-7285 del genoma
mitocondrial RN39 (Secuencia ID: MF681706.1) y oligos para el gen nuclear B —actina,

utilizando el método delta-delta Ct. Los resultados se expresan relativos al control (sin

infeccion).

Gen Forward Reverse

LDHB GTCTTCTCCGCACGACTGTT CAGCCAGAGACTTTCCCAGAA
MDH?2 ATGATATCGCGCACACACCC GGGATGGTGGAATTAACCGGA
NDUFB4 GCCATAAGAGCCCAGCTGAA TCTTTCCTATCCCTCTCAGTTTTGA
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ANXA1 GCAAGAAGGTAGAGATAAAGACACT TGACGCTGTGCATTGTTTCG

EIF3H CTTGGAAAGATGGCGTCCCG AATACCACAAGGCCATCTATCTGC
TGTATACCGCAGATTCAGGC AAACCAGAACATTTATTGCATGAC

RPL37

RPS10 CGAGACTCACAAGAGGGGAA ACTGGAATTCGGTTGCTGAC

PGC-1a GACCCTCCTCACACCAAACCCACA GGGGTCATTTGGTGACTCTGGGGTC

HLA-C ATCGTTGCTGGCCTGGCTGTCCT TCATCAGAGCCCTGGGCACTGTT

GAPDH TCGGAGTCAACGGATTTG CCTGGAAGATGGTGATGG

mt7121-7284 CAAACCTACGCCAAAATCCA GAAATGAATGAGCCTACAGA

#-actin TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG

CACCGGAAGGAACCATCTCA TGGCAAAACTGCACCTTCACA

IL8

sop2 CACTGGAAGGAACAACAGGC GGGATCATTAGGTGATCAGCA

cxXcL2z ACGGCAGGGAAATGTATGTGT TCGAAACCTCTCTGCTCTAACA

IL6 TTCGGTCCAGTTGCCTTCTC TACATGTCTCCTTTCTCAGGGC

TNF-o ACTTTGGAGTGATCGGCC GCTTGAGGGTTTGCTACAAC

NFkB TGCACTTGGCCATCATCCAT TCTCGGAGCTCAGGATCACA

PTX3 TTGCGATTCTGTTTTGTGCT GTGGGGTCCTCAGTGGG

OLR1 TTACTCTCCATGGTGGTGCC AGCTTCTTCTGCTTGTTGCC

rLDL CTCCCGCCAAGATCAAGAAA GTTTGGAGTCAACCCAGTAGAG

HMGCS1 GAAAGGGAGTGAGCCACG GGTGGGTTGGCGGCTATA

Tabla 3. Secuencia de los oligonucléotidos utilizados.

Estudio de proliferacion celular

La proliferacion de los cardiomiocitos infectados respecto a sus controles se llevé a cabo
utilizando la sonda fluorescente CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Thermo),
mediante citometria de flujo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
una vez crecidas las células, se tripsinizaron, se centrifugaron, y luego se lavaron y
resuspendieron a una concentracién de 1x 10° cel/ml. Se marcaron con 5uM CFSE en
PBS a 37°C 15 minutos. Luego las células se lavaron en PBS/suero 10%, mas otros dos
lavados con PBS sin suero. 1x10° células fueron plaqueadas de placa de 6 pocillos. 24

horas después se llevaron a cabo las infecciones, con sus respectivos controles. Se
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dejaron 2 horas interaccionar las células y los parasitos (t0), se lavaron con PBS y se
agregd nuevo medio con SBF 10%. A las 0, 24, 48, y 72hpi, se tripsinizaron, lavaron con
PBS, y fijaron las células durante 15 minutos con paraformaldheido al 4% en PBS. Luego
se lavaron, y resuspendieron en PBS con 3% SBF, para medir la fluorescencia en el
citdmetro Accuri C6 (BD - Biosciences). El analisis se llevé a cabo con el Software C
sampler de BD. Para los controles e infecciones se consideré 100% de replicacion la

condicién CO e 10 respectivamente.

Western blot y ensayos de inmunofluorescencia

Los anticuerpos policlonales contra 4EBP1 (# 9452) y los anticuerpos monoclonales
contra mTORC1 (# 2983), fosfo-mTOR (# 5536), p70S6K (# 2708), fosfo-p70S6K (# 9234),
fosfo-4EBP1 (# 9452), AKT ( # 4685), fosfo-AKT (# 2965) y fosfo-AKT (ser 473) (# 4060)
ikB-alpha (44D4) y fosfo- ikB-alpha (S32/36)(5 A 5) fueron adquiridos de Cell Signaling
Technology. El anticuerpo anti-GAPDH se adquirié de Sigma. Para llevar a cabo los
estudios de Western blot se utilizaron 20ug de extractos de proteina total de T. cruzi y
se realizd una corrida electroforética con geles de poliacrilamida al 12% (SDSPAGE) en
condiciones reductoras. La transferencia a una membrana de nitrocelulosa (GE
Healthcare), se llevd a cabo por transferencia himeda. Las membranas se bloquearon
utilizando leche en polvo no grasa al 5% en TBS durante 1 hora, o a 4 °C toda la noche
(ON). Luego de lavar una vez con TBS-Tween 20 al 0,1% (TBST), se incubaron las
membranas con una dilucién 1/1000 de los anticuerpos en albimina de suero bovino al
5% (BSA) (Sigma) en TBST ON a 49C. Luego se realizaron tres lavados de 5minutos cada
uno con TBST para luego incubar con el anticuerpo secundario: anticuerpo anti-conejo
conjugado con peroxidasa o anti-ratén (Sigma). La sefial se revelé con el sustrato
guimioluminiscente Super Signal West Pico (Thermo Scientific) y se registraron las
imagenes. Para la inmunofluorescencia indirecta (IIF), las células se lavaron y fijaron con
paraformaldehido al 4% y luego se permeabilizaron y bloquearon con saponina al 0,5%
/ BSA al 4% en PBS. Los portaobjetos se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo anti-
Cyt C generado en ratén (Abcam), utilizando una dilucién 1: 100 en saponina al 0,5% /
BSA al 4% en PBS. Después de 3 lavados con PBS-saponina al 0,5%, los portaobjetos se

incubaron con IgG anti-ratén conjugada con ALEXA-488 (dilucién 1: 1000, de Invitrogen)
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y se lavaron 3 veces con PBS-saponina al 0,5%. Finalmente, los portaobjetos se montaron
con antifade Prolong con DAPI (Invitrogen) y se visualizaron bajo un microscopio

Olympus IX 81 acoplado a una cdmara Orca-ER de Hamamatsu (Diagnostic Instruments).

ELISA

Para la determinacion de IL8 en sobrenadante de macrdéfagos infectados, se utilizé un
ELISA "sandwich". Para ello, se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pocillos con el
anticuerpo de captura anti IL8 humano (BD Biosciences-US) a la dilucién recomendada,
en buffer carbonato 0,1 M pH 9 durante toda la noche a 42C. Luego de dos lavados con
PBS-Tween 0,1 % (PBST), los pocillos fueron bloqueados con PBS-BSA 1% durante 1 h a
37°C. Posteriormente fueron lavados dos veces con PBST e incubados con los
sobrenadantes de cultivos (sin diluir o diluidos 1/2 en PBS BSA 0,1 %) asi como con las
citoquinas estandar correspondientes. Las muestras se incubaron a 372C por 2 hy luego
de 3 lavados con PBST, las placas fueron incubadas con el anticuerpo conjugado a biotina
a la dilucion adecuada y se incubaron durante 1 h a 372C. Luego de este periodo, las
placas se lavaron 3 veces con la solucidn de lavado y se incubaron posteriormente con
estreptavidina conjugada a peroxidasa a una dilucién 1/1000 en PBS-BSA 0,1 % durante
45 min a 379C. A continuacidn, las placas se lavaron 4 veces con la solucién de lavado y
se procedid al revelado utilizando o-fenilenediamina dihidrocloruro OPD (Sigma-Aldrich,
USA) y H202 en buffer citrato-fosfato pH 5 como se indica en las instrucciones del
producto. La solucidn de revelado se incubd por 30 min a 372C vy la reaccidn se detuvo

con el agregado de HCI 3 M. La lectura se desarrollé en un lector de placas a 492 nm.

Medicion del Perfil Bioenergético

Esta metodologia fue llevada a cabo en colaboracién con la Dra. Lucia Piacenza del
Departamento de Bioquimica de Facultad de Medicina.

Las tasas de consumo de oxigeno (QO:) y las tasas de produccién de protones (PPR) se
midieron utilizando el analizador de flujo XF24 Seahorse (Seahorse Bioscience). Para ello,
se sembraron en una placa los cardiomiocitos (5 x 10* células / pocillo) y se incubaron a
372C en medio completo durante 24 h antes del experimento. Los medios de cultivo se

cambiaron 1 h antes del ensayo a Medio Eagle Modified Dulbecco no amortiguado
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(DMEM, pH 7,4) suplementado con L-glutamina (2 mM; Gibco), glucosa (5 mM) y
piruvato (1 mM). Luego se inyectaron secuencialmente oligomicina (inhibidor de la ATP
sintasa, complejo V), carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, agente
desacoplante) y una mezcla de Antimicina A (AA, inhibidor del complejo Ill) y Rotenona
(Rot, inhibidor complejo 1) a concentraciones finales de 2.0, 1.0 y 1.0 uM,
respectivamente. Luego de restar la respiracién no mitocondrial (consumo de oxigeno
en presencia de AA-ROT) de cada dato, el QO; fue normalizado respecto al nimero de
células e informado como pmol O2/min/10* células. También se calcularon la respiracién
basal, la respiracion maxima (QO; en presencia de FCCP), y la reserva respiratoria (QO:
en presencia de FCCP - QO; basal) y la relacién de control respiratorio (RCR, QO; con
FCCP / Q02 con oligomicina). Se analizaron cinco réplicas por condicién en cada ensayo
de placa y se realizaron al menos tres experimentos independientes. Para analizar la
funcién glucolitica, las células se cultivaron sin glucosa ni piruvato. Luego, se afiadieron
secuencialmente glucosa (10 mM), oligomicina (1 uM) y 2-desoxiglucosa (100 mM). La
oligomicina detiene la sintesis de ATP mitocondrial y cambia la via de producciéon de
energia a la glucdlisis, con el subsiguiente aumento en la PPR, revelando la capacidad
glucolitica maxima celular. La 2-desoxi-glucosa, un analogo de la glucosa, inhibe la
glucdlisis al unirse a la hexoquinasa. Para evaluar la B-oxidacion de los acidos grasos
endogenos, utilizamos el inhibidor de la carnitina palmitoiltransferasa 1, etomoxir (100
UM, Sigma), que evita la formacién de acil-carnitinas, un paso necesario para el
transporte de cadenas de acidos grasos desde el citosol hasta la mitocondria. El QO3 se
midié antes y después de la adicion de etomoxir en células infectadas y controles en
medio DMEM. Los datos se analizaron mediante el software XGe-96 y el software

GraphPad Prism (Figura 9).
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MATERIALES y METODOS
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Figura 9. Esquema de la medida de los principales parametros de la respiracion mitocondrial
utilizando el analizador Seahorse: respiracion basal, produccion de ATP, fuga de protones,
respiracion maxima y capacidad de reserva respiratoria.

Determinacion de especies reactivas del oxigeno.
Los cardiomiocitos fueron incubados con T. cruzi y lavados con PBS 2 horas luego de la

interaccidon con el fin de eliminar parasitos libres. Luego de 24 horas, las células
(infecciones y controles) fueron nuevamente lavadas e incubadas durante 45 minutos a
372C con 100uM de 2°7’-dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA, Sigma); la
oxidacién de DCFH-DA por especies reactivas del oxigeno se analizd por citometria de

flujo en el en el citémetro Accuri C6 (BD - Biosciences) a 529nm.

Estudio del impacto de farmacos sobre la infeccion/replicacion
del parasito.

Los cardiomiocitos fueron tratados con diferentes concentraciones de distintos
farmacos relacionados con el metabolismo energético durante 24h. Las concentraciones

a utilizar se definieron en base a bibliografia presentada en la Tabla 1. Luego, las células
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fueron lavadas e infectadas con una relacion 10:1 parasitos-célula. Los parasitos
utilizados expresan el gen LacZ, lo que permite observar la formacién de
betagalactosidasa utilizando el sustrato CPRG (Chlorophenol red-beta-D-
galactopyranoside) (Sigma) mediante el revelado del viraje de color a 595 nm, siendo
ésta una medida indirecta de la cantidad de parasitos [190]. Luego de 2 horas de
interaccidn, se lavaron las células con el fin de descartar parasitos no internalizados, se
agrego medio de cultivo y luego de 24hs, se lavaron las células y se agrego el sustrato
CPRG. La cuantificacién se realizé midiendo la absorbancia a 595nm, utilizando el equipo
ELx800 Universal Microplate Reader (BioTek Instruments). Las células control (sin
farmaco), se consideraron como el 100% de replicacion del pardsito. La reduccién de
resazurina (Sigma) fue utilizada para evaluar la viabilidad de las células tratadas con
alguno de los farmacos [191].

Los farmacos utilizados fueron los indicados en la Tablal.

Evaluacion de la B-galactosidasa asociada a senescencia en
solucion

Las células infectadas y controles luego de 24, 48 y 72hpi, se lavaron y resuspendieron
en buffer fosfato (pH 6.0). Luego se lisaron mediante ciclos de congelacion /
descongelacién, y los lisados se centrifugaron a 12.000 g por 7 minutos. 50ul del
sobrenadante se mezclaron con 150ul de CPRG (Sigma) (0.3 pg/uL) en buffer fosfato (pH
6.0) MgCl, 1 mM. Los sobrenadantes se incuban a 372C ON, y la absorbancia se midi6 a

595 nm en espectrofotdmetro [192].

Medida de glucosa y lactato en sobrenadante de cultivo

La medida de lactato y piruvato en el sobrenadante se obtuvo a distintos tiempos por
interaccidn, utilizando el equipo Bioprofile Basic 2 Analyzer (Nova biomedical).

Determinacion del porcentaje de infeccion /replicacion

Cardiomiocitos primarios, macréfagos THP1 y células epiteliales Hela se infectaron con
tripomastigotas (1:10) durante 2 h. Las monocapas se lavaron con PBS para eliminar los
parasitos extracelulares y se incubaron con medio fresco sin parasitos durante 72 h.

Luego, las células se fijaron con paraformaldheido - PFA al 4% y se tifieron con el
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marcador de ADN, DAPI (ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI, Thermo Fisher). El
porcentaje de infeccidon se determind contando la cantidad de células infectadas sobre
el total de células, la media de amastigotas por célula se determiné haciendo un

promedio de los amastigotas por célula infectada.

Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos entre dos grupos (con los datos de expresion de qRTPCR) fueron
realizados utilizando el t-test de Student no pareado. Diferencias en los perfiles
bioenergéticos y de porcentajes de infeccion y replicacidon en los tres tipos celulares,
fueron calculados con el test de analisis de varianza de un factor (one-way ANOVA), y las
diferencias particulares entre dos grupos fueron analizadas con el test post-hoc de

Tukey. Un valor de p menor a 0.05 fue considerado significativo para todos los casos.
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RESULTADOS

Los resultados relacionados con los objetivos 1 y 2 de esta tesis fueron publicados en la
revista Frontiers in Microbiology, bajo el titulo: “Early Trypanosoma cruzi infection
triggers mTORC1-mediated respiration increase and mitocondrial biogenesis in human

primary cardiomyocytes” (Anexo ).

Los resultados relacionados con el objetivo 4 forman parte de un manuscrito en

preparacion.

Resultados relacionados a aspectos metodolégicos de esta tesis se encuentran en una
segunda etapa de revisién en la revista Journal of Proteomics, con el titulo: “Host
pathogen transcriptomics: Trypanosoma cruzi as a model for studying RNA

contamination” (Anexo 2).

Resultados relacionados con los Objetivos 1y 2.

Genes relacionados a las vias del metabolismo energético y sintesis de proteinas se
sobre-expresan en cardiomiocitos infectados.

Con el objetivo de analizar la respuesta de cardiomiocitos humanos a la infeccion con T.
cruzi, realizamos experimentos de microarreglos de Agilent de células infectadas y
controles. Se tomaron muestras a las 0, 3, 6 y 12 hpi [174]. Durante ese periodo se
produce la adhesién, entrada y egreso del parasito de la vacuola parasitéfora, pero adn
sin comenzar la replicacién intracelular. Los genes que mostraron al menos dos veces
cambio en su expresién en la infeccion respecto al control (Fold Change > 2) y una
probabilidad del 99% de ser diferencialmente expresados (p < 0.01) fueron considerados
en los analisis subsiguientes. Observamos mas de 290 genes sobre-expresados por la
infeccion a los tiempos estudiados, mientras que sélo 25 genes fueron sub-expresados
(Figura 10A). El andlisis de cluster de los genes muestra que los mismos se agrupan
correctamente entre muestras infectadas y controles (Figura 10B). De los genes sobre-

expresados mas de 250 se sobre-expresan a tiempo 0 y mantienen su sobre-expresién
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hasta las 12 hpi (Figura 10Ca), mientras que solamente 3 genes permanecieron sub-

expresados durante todos los tiempos analizados (Figura 10Cb).
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Figura 10. Genes diferencialmente expresados en respuesta a la infeccidon por T. cruzi. (A)
Cantidad de genes diferencialmente expresados (Fc 22, p<0.01) a los distintos tiempos post
interaccion (0, 3, 6 y 12hpi). (B) Analisis de agrupamiento jerarquico de genes diferencialmente
expresados. (C) Diagrama de Venn comparando (a) genes sobre-expresados y (b) genes sub-
expresados.
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El analisis de las vias bioldgicas y de ontologia de genes mostré que los cambios mas
significativos (p<0.001) fueron aquellos relacionados con la sintesis de proteinas y el
metabolismo energético. Particularmente, los genes relacionados a las vias de la cadena
de transporte de electrones y fosforilacidon oxidativa mitocondrial incrementaron en las
células infectadas (Tabla 4 y Figura 11A). Con el fin de confirmar estos resultados se
seleccionaron genes, y los cambios en su expresién fueron validados por gRTPCR (Figura
11B). Ademds, para alguno de los genes, (mdh2, Idhb y ndufb4) se llevd a cabo una
cinética a las 0, 3, 6, 12 y 24hpi, encontrando que los mismos se encuentran sobre-
expresados a todos los tiempos estudiados (Figura 11C). En conjunto estos resultados
muestran que los cardiomiocitos responden a la infeccidon con un rapido aumento de la
expresion de genes relacionados con el metabolismo oxidativo mitocondrial, el cual se

mantiene durante los tiempos analizados.

Gen Complejo/Ubicacién* | Oh 3h 6h 12h
ATP5E Complejo V 40.1 314 |[311 |241
MT- ATP6 Complejo V 13.4 6.1 6.2 8.5
COX6c Complejo IV 54 34 6.1 7.0
NDUFB4 Complejo | 9.2 3.2 4.8 7.7
NDUFBS8 Complejo | 4.8 4.2 3.7 3.9
MT-CYTB Complejo Il 3.9 5.2 1.8 3.2
UQCRFS1 Complejo lll 5.0 1.8 2.1 3.7
LDHB Citosdlica 11.7 13.0 7.5 4.0
MDH2 Mitocondrial 7.9 10.2 6.5 10.7

Tabla 4. Valores de expresion de genes relacionados con el metabolismo energético. Los
valores representan el Fold change (Fc) de células infectadas vs los controles obtenidos con el
analisis de los microarreglos de Agilent. (p<0.01y Fc>2)
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Figura 11. Analisis de vias bioldgicas y qRTPCR. (A) Heat map de las vias bioldgicas mas
significativamente alteradas. C e | representan control e infeccién respectivamente. (B)
Cuantificacidn de genes por qRTPCR. Las barras representan los cambios relativos de expresion
de los genes (rps10, rpl37, eif3h, ndufb4, Idhb, mdh2, anxal, hla-c) a t0 en la infeccidn respecto
al control. Los valores son el promedio de tres réplicas bioldgicas + SEM. *p<0.05 determinado
utilizando el t-test. La linea punteada representa el valor en el cual no hay diferencias en la
expresion entre las células infectadas y los controles (1). (C) Analisis cinético de expresion entre
0-24 hpi respecto al control por qRTPCR de genes seleccionados. La linea punteada representa
el valor en el cual no hay diferencias en la expresidn entre las células infectadas y los controles
(1). Los valores son el promedio de dos o tres réplicas bioldgicas + SEM. * p <0.05.

La respiracion mitocondrial esta elevada en cardiomiocitos infectados.

Con el fin de validar funcionalmente el incremento encontrado a nivel transcripcional de
genes relacionados con el metabolismo energético en células infectadas, determinamos
el consumo de oxigeno en células infectadas y sin infectar. Para ello los cardiomiocitos
infectados y control fueron cultivados en DMEM en presencia de glucosa, piruvato y
glutamina, y el consumo de oxigeno (QO;) fue determinado luego de la adicién
secuencial de oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa, complejo V), FCCP (agente
desacoplante) y una mezcla de antimicina A (AA, inhibidor del complejo 1) y rotenona
(Rot, inhibidor del complejo I). Como se indica en Materiales y Métodos, se determiné
la respiracion basal y la capacidad respiratoria maxima en diferentes condiciones. No se
observaron diferencias significativas del QO;, entre células infectadas y control a las 6
hpi, mientras que a las 17hpi los cardiomiocitos infectados mostraron un aumento en la
respiracion basal y maxima, y, a las 24hs ademas aumenta significativamente la

capacidad de reserva respiratoria (Figura 12 Ay B).
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Figura 12. Bioenergética mitocondrial. (A) Curvas obtenidas de consumo de oxigeno, QO,, en
las muestras control (circulos negros) y en las infecciones (circulos blancos) a las 6 y 24hpi
siguiendo el agregado de oligomicina (2uM), FCCP (1uM) y AA-ROT (1uM cada una). QO; se
expresa como los pmol O, consumido/min/10° por los cardiomiocitos y son el promedio de tres
determinaciones independientes. (B) Los parametros bioenergéticos mitocondriales se
calcularon luego de restar la respiracién no mitocondrial (QO; luego de la adiciéon de AA-RO) a
todos los datos. La respiracion basal (sin el agregado de farmacos), la respiracién maxima (QO-
luego del agregado de FCCP) y la reserva respiratoria (calculada como la diferencia entre la
QOgzeccr Y la QO25asal) fueron analizadas a distintos tiempos post interaccidn (6, 17, y 24hpi). Cada
valor representa el promedio + SEM n=10. ** p<0.01, ***p<0.001.
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En estudios previos realizados en nuestro grupo, analizamos la respuesta temprana a la
infeccion de células Hela por T. cruzi, no encontramos diferencias en la expresion de
genes relacionados con el metabolismo energético [179]. Para confirmar que el
aumento en la respiracion no se trataba de un mecanismo general inducido por T. cruzi,
determinamos pardmetros de la respiracion en estas células 24hpi respecto al control,
y efectivamente no encontramos cambios significativos a nivel de la respiracién (Figura

13).
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Figura 13. QO2 en células Hela. Curva de QO; obtenida al agregar oligomicina (2 uM), FCCP (1
UM) y AA-ROT (1 uM cada una) en control y células Hela infectadas con T. cruzi 24 hpi. Las flechas
indican el agregado de los diferentes farmacos. No se observaron diferencias significativas en
ninguno de los pardmetros bioenergéticos mitocondriales entre ambas condiciones.

Luego quisimos estudiar si el aumento de la respiracidon se podia asociar también a
cambios en la velocidad de la glucdlisis, para lo cual determinamos el QO; y la
produccién de protones (PPR: proton production rate) frente al agregado de glucosa
como Unica fuente de energia exdgena en presencia o ausencia del inhibidor de la

glucdlisis 2-desoxiglucosa (2DG). Al agregar glucosa al medio este se acidifica dado que
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luego de la glucdlisis, el piruvato entra al ciclo de Krebs, generandose CO; el cual puede
difundir al medio y formar junto con el agua acido carbdnico. Luego al agregar
oligomicina, se bloquea la produccién de ATP a través de la respiracién y el piruvato
entonces es convertido a lactato por lo cual acidifica ain mas el medio (se observa un
aumento de PPR). No se encontraron diferencias significativas en la capacidad glucolitica
entre los controles y los cardiomiocitos infectados (Figura 14 A, B). También estudiamos
los niveles de glucosa y lactato en el sobrenadante de células infectadas respecto a los
controles y tampoco encontramos cambios significativos entre ambas condiciones en el
consumo de glucosa, ni en la produccion de lactato (Figura 15) Finalmente, con el fin de
evaluar la oxidacidn de acidos grasos enddégenos como fuente de energia, comparamos
el QO; mitocondrial en presencia o ausencia de etomoxir, inhibidor de la carnitina-
palmitoil-transferasa-l, no encontrando diferencias en la capacidad de oxidacién de

acidos grasos entre las muestras infectadas y controles (Figura 14 C, D).
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Figura 14. Evaluacion del metabolismo de la glucosa y de acidos grasos. (A) Cinética de la
respuesta PPR de los cardiomiocitos control e infectados (24hpi) expuestos a glucosa (10mM),
oligomicina (2uM) y 2-DG (100mM). (B) Respuesta del consumo de oxigeno, QO,, de los
cardiomiocitos control e infectados 24hpi a glucosa (10mM), oligomicina (2uM) y 2-DG
(100mM). (C, D) Curva de la respuesta de QO, en ausencia (C) o presencia (D) del inhibidor
etomoxir (100 puM), oligomicina (2uM), FCCP (1 uM), y AA- ROT (1 uM cada uno) de
cardiomiocitos control e infectados 24hpi. El medio de cultivo utilizado fue el Human
Cardiomyocytes Primary Cell Culture (Celprogen).
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Figura 15. Medida de glucosa y lactato en el sobrenadante de cultivo. Se midid la cantidad de
glucosa y lactato en el sobrenadante de cultivo de células control (C) e infectadas (I) a distintos
tiempos post interaccion. (TO, T3, T6, T10, T24hpi), utilizando el equipo Bioprofile Basic 2
Analyzer (Nova biomedical).

La infeccion de cardiomiocitos humanos con T. cruzi induce un aumento del
contenido mitocondrial.

Teniendo en cuenta la sobre expresion de genes relacionados con la cadena respiratoria
y fosforilacién oxidativa, y el incremento en la respiracion de cardiomiocitos infectados,
decidimos estudiar si estos resultados se correlacionaban con un aumento del contenido
mitocondrial. Para ello, cuantificamos ADN mitocondrial (ADNmt; ver Materiales y
Métodos) y encontramos un aumento de 6 veces en la cantidad relativa de ADNmt
respecto al nuclear en cardiomiocitos infectados (Figura 16 A). Luego estudiamos la
expresion de citocromo ¢ en cardiomiocitos infectados respecto al control mediante
inmunofluorescencia, encontrando también un aumento del mismo (Figura 16 B, C). Es

importante resaltar que la forma de la mitocondria observada en las células infectadas
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es del tipo "anillo de dona" (ring-like donut), la cual ha sido asociada con un aumento
leve en la generacién de especies reactivas del oxigeno a nivel mitocondrial [193, 194].
Evaluamos los cambios a ese nivel con la sonda DCFH-DA, capaz de detectar especies
reactivas del oxigeno intracelulares, y encontramos aproximadamente el doble de
intensidad de fluorescencia de la sonda en las células infectadas (Figura 16 D).
Finalmente, dado que PGC-la estd descrito como un regulador de la biogénesis
mitocondrial [195], medimos su expresion por gRTPCR, y no encontramos diferencias
significativas entre células control e infectadas (Figura 16 E). Estos resultados sugieren
que los cardiomiocitos infectados aumentan su contenido mitocondrial
independientemente de PGC-1q, lo que genera un aumento en la respiracién de estas
células y el consecuente aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno.
Cuando evaluamos si se observaba un aumento en el contenido mitocondrial en células
Hela y células primarias HUVEC infectadas no observamos cambios en el contenido de

ADNmt de estas células (Figura 16 A).
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Figura 16. Evaluacion del contenido mitocondrial y producciéon de ROS. (A) Cuantificacion del
ADNmt con respecto al ADN nuclear en cardiomiocitos, Hela y células HUVEC infectadas (1),
versus los controles (C) respectivos a 24 hpi determinados por gRTPCR. Los valores son
promedios de tres repeticiones bioldgicas + SEM. p <0.001. (B) Microscopia confocal usando el
anticuerpo anti-citocromo c (dilucién 1/100) y DAPI para tincidon del ADN luego de 24 hpi. Las
flechas blancas denotan la presencia de amastigotas intracelulares.

(C) Medida del promedio + SD de la intensidad de fluorescencia de las células infectadas y
controles. **p<0.001. (D) La produccién de ROS 24 hpi fue evaluada mediante el uso de la sonda
fluorescente DCFH-DA. Los resultados se expresan graficamente como porcentajes de la
intensidad de fluorescencia respecto a las células control. Los valores muestran los promedios *
SEM de tres experimentos independientes realizados por triplicado (C = células control e | =
infectadas; ***p <0,002). (E) Cuantificacidn relativa de PGC-1a por gRTPCR 24hpi en controles
(C) y cardiomiocitos infectados (l). Los valores representan el promedio de tres réplicas
bioldgicas independientes.

Activacion de la via AKT/mTORC1 en cardiomiocitos infectados.

En los cardiomiocitos infectados, junto con el aumento de expresion de genes del
metabolismo energético, encontramos un aumento en la expresion de genes
relacionados con la sintesis de proteinas (Figura 11). Esto nos llevd a plantearnos la
hipdtesis de que el responsable de estos cambios de expresion pueda ser el complejo
mTORC1, dependiente de AKT. mTORC1 cumple multiples funciones celulares, entre
ellas coordina la actividad mitocondrial y la sintesis de proteinas [196]. Para evaluar si
MTORC1 se encontraba activado en cardiomiocitos infectados, estudiamos el estado de
fosforilacion de distintas proteinas de la cascada de sefializacion de mTORC1 (AKT,
4EBP1, SP6). Encontramos a las 24hpi, una mayor expresion de los niveles de fosfo-AKT,
fosfo-mTOR, fosfo-4EBP1 y fosfo —p70S6 en cardiomiocitos infectados vs el control

(Figura 17).
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FIGURA 17. Analisis de la via AKT / mTORC1. (A) Analisis mediante Western blot de AKT, mTOR,
4EBP1, p70S6k fosforilado y no fosforilado, en muestras control y cardiomiocitos infectados a
las 24 hpi. GAPDH se utilizé como control de carga. (B) Andlisis de densitometria de los Western
blot. Los valores representan el promedio + la desviaciéon standard de dos o tres réplicas
bioldgicas independientes (*p <0.05).

Estos resultados nos muestran que la via AKT/mTORC1 se encuentra activada en los
cardiomiocitos infectados. Con el fin de estudiar si la activacion de mTORC1 esta
involucrada en el aumento del metabolismo energético, tratamos los cardiomiocitos con
rapamicina (inhibidor especifico de mTORC1). En primer lugar, confirmamos por
Western blot que la rapamicina inhibe la via mTORC1 en nuestras condiciones
experimentales (Figura 18 A y B), y posteriormente determinamos la tasa de consumo
de oxigeno, demostrando que se inhibe el aumento en la respiracién maximay la reserva
respiratoria de cardiomiocitos infectados y tratados con rapamicina (Figura 18C).
Ademas, el aumento del ADNmt observado en las células infectadas también fue

revertido en las células tratadas con rapamicina (Figura 18D).
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Figura 18. Efecto de la rapamicina. (A) Anadlisis de Western blot de la proteina de p70S6k
fosforilada y no fosforilada en cardiomiocitos control e infectados a 24 hpi (C, ), frente a las
mismas células tratadas con rapamicina durante 24 h antes de la infeccidn (CR, IR). (B) Analisis
densitométrico de dos experimentos independientes que muestran los niveles de expresidon de
p-p70S6k. Se normalizé contra la proteina no fosforilada de las células control (*p <0,05). (C)
Respuesta cinética de QO; a oligomicina (2.0 uM), FCCP (1,0 uM) y AA-ROT (1,0 uM cada uno)
en cardiomiocitos infectados y controles 24 hpi con y sin tratamiento de rapamicina (2,5 mM
durante 24h antes de la infeccidn). Las flechas indican la inyeccidn de las diferentes adiciones.
Se calcularon la respiracidn basal (sin farmaco agregado) y respiracién maxima (QO, después de
la adicién de FCCP) con y sin el tratamiento con rapamicina. Cada punto de datos representa el
promedio + SEM n = 5. p <0.05. (D) Cambios de expresidn relativa del gen de ADNmt en relacidn
al gen nuclear beta actina en cardiomiocitos infectados (I), cardiomiocitos infectados tratados
con rapamicina (2.5 uM) 24 h antes de la infeccidn (IR) y controles tratado con rapamicina (2.5
KUM) (CR) versus células control a las 24 hpi (C). Los valores son el promedio de tres réplicas
bioldgicas + SEM (p <0.0002).

Mostramos ademas que la rapamicina en las concentraciones usadas no altera la

viabilidad de los cardiomiocitos y no inhibe la via mTORC2 (Figura 19 Ay B).
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Figura 19. Evaluacion de la viabilidad celular y de mTORC2 después del tratamiento con
rapamicina. (A) La reduccién de resazurina (Sigma) se utilizd para evaluar la viabilidad de las
células tratadas con rapamicina a diferentes concentraciones durante 24 h. La viabilidad de las
células sin rapamicina se consideré como 100%. (B) Evaluacién de mTORC1 y mTORC2 en
cardiomiocitos tratados con rapamicina (2.5 uM) durante 24 h, luego los mismos fueron lavados
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con PBS e infectados con T. cruzi. Los extractos proteicos se tomaron 24 hpi. La expresion relativa
de p-AKT ser 473 se normalizé frente a AKT total para la evaluacién de mTORC2. La misma
membrana fue luego evaluada para mTORC1 con el anticuerpo p-p70S6k normalizado contra el
p70S6k no fosforilado. Al costado se muestra el analisis de densitometria del Western blot para
MTORC2. Los valores representan la media + desviacion estandar de dos réplicas bioldgicas
independientes.

En resumen, estos resultados nos muestras que a tiempos cortos de infeccidén los
cardiomiocitos inducen un aumento de la respiracion y del contenido mitocondrial

dependiente de mTORCI1.

Resultados relacionados al Objetivo 3

Evaluacion de farmacos que interfieren con el metabolismo energético.

Como fue expuesto en la introduccidn, el abordaje clinico de enfermedades infecciosas
no sélo busca actualmente eliminar el agente patégeno, sino también desarrollar
terapias dirigidas al hospedero, como ya existen algunos ejemplos con pardsitos como
P. falciparum [124] [125], T. brucei [126], y Leishmania [127] [128]. Dado que
encontramos cambios a nivel energético en los cardiomiocitos infectados (un aumento
de la respiracién a tiempos cortos de infeccidn), que logran ser revertidos con el uso del
farmaco rapamicina, nos preguntamos si la posibilidad de inhibir esta respuesta inducida
por T. cruzi puede tener un efecto en la modulacién de la infeccién/ replicacién del
parasito. Decidimos evaluar si la rapamicina y otros farmacos que directa o
indirectamente afectan el metabolismo energético (Tabla 1) son capaces de intervenir
en la infeccidn/replicacion del pardsito. En los casos en donde encontremos mayor
infeccion/replicacion, podemos pensar que el proceso intervenido por el farmaco es un
proceso que permite a la célula defenderse de la infeccién vy, al afectarlo, el parasito
lograria ser mas exitoso en su infeccion/replicacién. En el caso de encontrar una
disminucion de la infeccion/replicacion por el uso del farmaco, podriamos pensar que el
parasito se beneficia del proceso intervenido para incrementar su infeccion/replicacion,
y reciprocamente, al inhibir dicho proceso, el parasito podria disminuir su capacidad

infectiva/replicativa.

Con este fin se trataron las células durante 24hs con los diferentes fdrmacos, se lavaron

las células y se infectaron con una cepa de T. cruzi capaz de expresar el gen lacZ que
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codifica para la enzima B-galactosidasa de E. coli, el cual puede ser utilizado como

medida indirecta de la cantidad de parasitos presentes (ver Materiales y Métodos). A las

24 hpi se agregd el sustrato CPRG, que en presencia de [B-galactosidasa cambia de

amarillo a rojo, y se midio la absorbancia a 595nm. Ademas, en los casos en los cuales

se observaron cambios en la cantidad de parasitos, se estudié la viabilidad de las células

expuestas a los distintos farmacos, mediante el ensayo de resazurina (indicador de

oxido-reduccién usado en ensayos de viabilidad celular, ver Materiales y Métodos). Los

resultados se expresan en porcentaje respecto al control. En el caso de las células

infectadas con los parasitos expresando la enzima B-galactosidasa, el control son las

células infectadas sin ser expuestas al fdrmaco. En el caso de los ensayos de viabilidad

utilizando resazurina, el control son las células sin exposicién al farmaco (Figura 20).
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Figura 20. Evaluaciéon de la infeccidn/replicacion de T. cruzi frente a farmacos capaces de
modular el metabolismo energético. Porcentaje de infeccion/replicacion del parasito 24 hpi, en
cardiomiocitos tratados con los distintos farmacos a diferentes concentraciones durante 24h
previo a la infeccidn (grafica negra). Se consideré 100% de infeccidon a los cardiomiocitos
infectados sin el tratamiento de farmacos. Para algunos de estos fadrmacos también se evalud la
viabilidad mediante el ensayo de reduccidn de resazurina (grafica verde). La viabilidad de las
células sin el farmaco se considerd como 100%. Cada punto de la curva representa el promedio
+ la desviacidn estandar de 5 réplicas técnicas en dos experimentos.

En base a los resultados obtenidos, queremos destacar que con el farmaco rapamicina
no obtuvimos cambios significativos en la infeccion/replicacién del parasito, lo que
indicaria que el aumento de respiracidon observado anteriormente en los cardiomiocitos
infectados no constituye un mecanismo de defensa del hospedero en nuestro modelo.
Con los farmacos galloflavina (inhibe LDHA y B) y metformina (inhibe complejo |
respiracion), al igual que con rapamicina, no se observaron cambios significativos en el
porcentaje de infeccidén respecto al control. Los farmacos clircuma, aicar e imatinib
presentaron una disminucion del porcentaje de parasitos de al menos 70% para algunas
de las concentraciones ensayadas, pero la viabilidad celular también descendié de forma
similar en dichas concentraciones.

En el caso de visnagin (inhibe la malato deshidrogenasa mitocondrial, MDH2, la cual
encontramos sobreexpresada en los cardiomiocitos infectados) se observd una
disminucion de la cantidad de parasitos a aproximadamente 70%, y aunque la viabilidad
también disminuyd (a aproximadamente 85%), su descenso fue menor que la de los
parasitos por lo que, aunque leve, parece haber un efecto neto del farmaco sobre el
pardsito. En el caso de atovaquone (inhibe complejo Il respiracidn P.falciparum), a 50
UM, se observé un descenso a aproximadamente 80% en la cantidad de parasitos, sin
afectarse la viabilidad celular. Observando estos parasitos al microscopio, los mismos

presentaban una menor movilidad.
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Resultados relacionados al Objetivo 4

Una de las caracteristicas mas destacables de T. cruzi es su capacidad de infectar casi
cualquier célula nucleada. Esta caracteristica es fundamental para lograr su propagacién
y persistencia. Los resultados mostrados a continuacion buscan comparar la respuesta
inducida a tiempos cortos de infeccion (de 0-6 hpi) en tres tipos de células diferentes:
los macrofagos, células inmunes claves para el control del pardsito, células epiteliales,
que constituyen la primera barrera contra la infeccion, y células cardiacas, implicadas
en la mas grave consecuencia de la enfermedad de Chagas, la CCC. Si bien existen
estudios transcriptomicos de la respuesta a la infeccién de T. cruzi en diversos tipos
celulares (Tabla 2), los mismos presentan gran variabilidad en el disefio de los
experimentos de infeccidn, los tiempos analizados, y las cepas de T. cruzi utilizadas,
entre otros, lo cual dificulta un estudio comparativo de los resultados entre los distintos
trabajos. Por estos motivos decidimos hacer una comparacién con tres estudios
transcriptomicos llevados a cabo en nuestro laboratorio, utilizando la misma tecnologia,
la misma cepa de T. cruzi (Dm28c), tiempos de interaccién y de infeccion similares, y las

mismas proporciones parasito:célula, entre otros.

El objetivo es entender qué vias metabdlicas especificas es capaz de modificar T. cruzi

en cada tipo celular, asi como aquellas vias comunes a tiempos cortos de infeccién.

La respuesta de las células hospederas a la infeccion por T. cruzi se caracteriza por
regular cientos de genes.

Decidimos comparar la respuesta a tiempos cortos de infecciéon (0, 3 y 6 hpi) en los tres
tipos celulares. Estos tiempos involucran los procesos de adhesidon celular, e
incorporacion en la vacuola parasitdfora. Primero evaluamos los porcentajes de
infeccion y replicacién del pardsito en los tres tipos celulares luego de 2 horas de
interaccidon. Encontramos niveles similares de infeccién (Figura 21 Ay B), por lo cual la
comparacion posterior de niveles de expresidon de genes entre los tres tipos celulares
no va a depender de que un tipo celular este mucho mas o menos infectado que el
otro. Los genes que mostraron una probabilidad del 99% de ser diferencialmente
expresados (p £0.01) y con al menos dos veces cambio en su expresion en la infeccidon

respecto al control (FC-Fold Change > 2) en al menos dos tiempos fueron considerados
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en los andlisis subsiguientes. Al evaluar los resultados de expresidon génica
encontramos que la cantidad de genes diferencialmente expresados estan
principalmente sobre-expresados en células epiteliales y cardiomiocitos, mientras que
en macrofagos hay mas genes sub-expresados (Figura 21 C). Las células Hela y
cardiomiocitos sobre-expresan aproximadamente 190 y 240 genes, los macrdéfagos
alrededor de 500. En los cardiomiocitos y las células epiteliales, la mayoria de los genes
que se sobre-expresaron a t0 permanecen asi durante t3 y t6 (Figura 22 By C), mientras
que en el caso de los macréfagos hay mas especificidad en la regulacion de los genes
dependiendo del tiempo posterior a la infeccidn (Figura 22 A). Con respecto a los genes
sub-expresados, los genes de las células epiteliales muestran diferencias especificas a
los tiempos t0 y t3, con pocos genes sub-expresados a t6 en relacién a t0 y t3. (Figura
22 E). En los macrofagos, la mayoria de los genes sub-expresados a t3 y t6 se
compartieron, en contraste con los genes a tO (Figure 22 D). Finalmente, en los
cardiomiocitos infectados, los genes sub-expresados en al menos dos tiempos

resultaron ser muy pocos (apenas 7) (Figura 22 F).
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Figura 21. Porcentajes de infeccion /replicacion y cantidad de genes diferencialmente
expresados. (A) Porcentaje de infeccién para cada tipo celular determinado mediante tincidn
con DAPI e inmunofluorescencia, contando la cantidad de células infectadas sobre el total de
células. Se contaron al menos 900 células para cada poblacion. Los datos se analizaron mediante
el Test de ANOVA y post-hoc de Tukey (B) Medida del promedio de la cantidad de amastigotas
por célula infectada, promediando la cantidad de amastigotas por célula infectada y dividiendo
por el total de células infectadas. Se analizaron al menos 200 células infectadas para cada tipo
celular. (€C) Niumero de genes diferencialmente expresados en al menos dos de los tres tiempos
(FDR<0.01) con un Fold change = 2 para cada tipo celular. En rojo se muestran los genes sobre-
expresados, y en verde los sub-expresados.
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RESULTADOS
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Figura 22. Diagrama de Venn de genes sobre y sub-expresados en los distintos tipos celulares a los
distintos tiempos analizados.

La respuesta de la célula hospedera a la infeccion por T. cruzi es principalmente célula
- especifica.

En base a un analisis jerarquico de clusters de los genes diferencialmente expresados
(GDE) se observaron claras diferencias entre los tres tipos de células (Figura 23A). Cabe
destacar que luego de la infeccidn los transcriptos de células epiteliales, macréfagos y
cardiomiocitos siguen siendo fundamentalmente dependientes del tipo celular (Figura
23A). Las células epiteliales y los macréfagos se agruparon mas cercanos respecto a los
cardiomiocitos. El analisis de diagramas de Venn de los GDE reveld una regulacién de la
transcripcion heterogénea y especifica para cada tipo celular, siendo muy pocos los

genes sobre o sub expresados compartidos (Figura 23B y C). En contraste, los genes que
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se expresan y se comparten entre los controles de los tres tipos celulares se superponen
en su mayoria (Figura 23D). Esto ultimo muestra que las diferencias que observamos en
los cambios de expresion debidos a la infeccidn con T. cruzi no son por una diferencia

inicial/basal de expresidn de cada tipo celular.

Si bien las diferentes células infectadas no inducen cambios de expresion en los mismos
genes luego de la infeccidn, el analisis ontolégico y de vias bioldgicas revelé que hay vias
compartidas, principalmente entre células epiteliales y macréfagos, mientras los
cardiomiocitos muestran un perfil diferente (Tabla 5). Estos resultados son esperables
considerando el agrupamiento encontrado en el andlisis jerarquico de clusters (Figura
23A). Ademas, es importante considerar que las células epiteliales son células
inmunocompetentes, poseyendo mecanismos de deteccidén microbiana, y expresando
un conjunto especifico de moléculas de reconocimiento de patrones moleculares y sus
componentes de sefializacidn, asi como moléculas efectoras antimicrobianas [197-200].
Esto les permite tener un importante rol en la respuesta inmune innata contra

microorganismos.
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Figura 23. Respuesta célula — especifica de Cardiomiocitos, Macroéfagos y células Epiteliales. (A)
Analisis jerarquico de genes diferencialmente expresados luego de la infeccion con T. cruzi en al
menos un tipo celular. (B y C) Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados (sobre
y sub expresados) entre los tres tipos celulares. (D) Diagrama de Venn de los genes expresados en

alguno de los tres tipos celulares de muestras controles, no infectadas.
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Vias Biologicas (sobre-representadas DEG)

THP1

Hela

Cardio

Metabolismo de Proteinas

Iniciacion de la traduccidn eucariota

Traduccion

Metabolismo Energético

Ciclo del acido citrico

Cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa

Via de sefializaciéon de PI3K/AKT/mTOR

Respuesta inmune / inflamacion

Activation de la via candnica de NF-kB

Via de sefializacion p38 MAPK

Via de sefializacion por Interferon —y

Interferonay B

Receptores de membrana

Via de seiializacion por el receptor EGF (ErbB1)

Via de sefializacién por el receptor PDGF

Seiializacion por el receptor TGF-

Senalizacidn por la via del receptor TNF-a

Sefalizacién por TLR enddgenos

Cascada de la via TRL3

Cascada de la via TLR4

Control del ciclo celular

Seializacion por quinasas tipo polo en el ciclo celular

Seializacion por aurora quinasas

Via de p53

Interacciones celulares

Interacciones de la superficie celular de la familia de integrinas

Eventos de sefializacion mediados por quinasas de adhesiones focales

Vias de adhesion de nectinas

Respuesta de citoquinas

Eventos de seializacién mediados por CXCR4

Eventos de senalizacion mediados por IL1

Eventos de senalizacion mediados por IL12

Eventos de senalizacion mediados por I1L23

Eventos de senalizacion mediados por IL5
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Vias Bioldgicas (sub-representadas DEG) | THP1 | Hela | Cardio

Biosintesis del colesterol *

Metabolismo de lipidos y lipoproteinas *

Tabla 5. Vias diferencialmente representadas (p<0.05) en Macréfagos, células epiteliales y
cardiomiocitos.

Las vias relacionadas con la respuesta inmune/inflamatoria son las mas sobre-
representadas en células epiteliales y macréfagos.

Las vias relacionadas a la respuesta inmune y la inflamacién son las vias mas sobre-
representadas tanto en macréfagos como en células epiteliales. Las comunes a ambos
tipos celulares son: sefalizacién por interferén-y (IFN- y), sefalizacién a través de
citoquinas inflamatorias como IL12, IL23 (ambas capaces de activar la via IFN- y [201,
202]), vias de seializacion por IL1 (es liberada en respuesta al factor de necrosis tumoral
alfa- TNF-a) e IL5, sefalizacion por TNF-a, sefializaciéon por el factor de crecimiento
transformante beta - TGF-B, la via de NFkB y la via de PI3K/AKT/mTOR, vy las vias de
interacciones celulares (interacciones de integrinas y vias de adhesion focal, muchas de
la cuales sefializan respuestas inmunes e inflamatorias [203]). Cabe destacar que la
activacion de las vias de sefalizacién por receptores de membrana de EGF (factor de
crecimiento epidérmico) y PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) estan
también sobre-representadas en estas células y la interaccion de alguna molécula de T.
cruzi con estos receptores podria activar la via PI3K/AKT/mTOR [204, 205]. La
sefializacion por la quinasa Aurora A involucrada en la progresion del ciclo celular [206]
también se encuentra aumentada en ambos tipos celulares. La induccion de las vias de
sefializacion de IFN-y, TNF-a e IL12, sugieren que los macréfagos se activan de manera
clasica [207]. Los macréfagos también presentan una sobre-representacion de la via de
sefializacion por interferdn tipo | (ay B) y de la via p53 relacionada con el detenimiento
del ciclo celular (Tabla 5). Validamos mediante gRTPCR algunos de los genes sobre-

expresados relacionados al sistema inmune y la respuesta a estrés en macréfagos (IL8,
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CXCL2, TNFa, NF-kB, PTX3 y SOD2) (Figura 24A). En el caso de IL8, su expresion fue
validada también por ELISA (Figura 24B). En los macréfagos encontramos la induccién
de receptores Toll like, los cuales son claves en la respuesta inmune innata, y terminan,
por distintos intermediarios, activando el factor de transcripcion NF-kB, involucrado en
la respuesta inflamatoria, o el factor de transcripcion IRF3 o IRF7 que inducen
interferones tipo I: IFNa y IFNB [100]. Particularmente encontramos un aumento
significativo de las vias de sefializacion de TLR 3 y 4, los que terminan activando NF-kB
(através de Myd88) e IRF3 (a través de TRIF). De los 10 TLRs descritos en humanos, TRIF
es activado solo por los TLR3 y 4. Tanto en macréfagos como en células epiteliales
encontramos una sobre-representacién de la via de activaciéon de TLR por ligandos
endogenos, los que generalmente activan las vias TLR2 y 4. En el caso de los macréfagos,
demostramos la activacion de NF-kB analizando la expresidon de IkB, un potente
inhibidor de NF-kB [208]. Encontramos que se expresa a los 15 minutos después de la
infeccidn, pero a los 30 minutos su expresion disminuye drasticamente (Figura 24C).
Utilizamos LPS como control positivo de induccién de NF-kB [209]. La disminucién del
represor |kB, libera a NF-kB , provocando su translocacién nuclear y su unién a
elementos promotores de kB para activar la expresidn de los genes relacionados con la
respuesta inflamatorio que estan bajo su control [208]. En células Hela infectadas se
observa la sobre-expresion de muchos genes de la via NF-kB (ANEXO 1).

Finalmente, los cardiomiocitos presentan una respuesta especifica aumentando la
expresion de genes de la respiraciéon mitocondrial y sintesis proteica (Tabla 5), como fue
demostrado anteriormente. Respecto a respuestas relacionadas con el sistema inmune,
hay pocos genes sobre-expresados, aunque algunos genes pro-inlflamatorios como IL6,
MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) y PTX3 (Pentraxina 3, la cual es inducida
por TNF-a), antiinflamatorios como LILRB3 y IL4R, quimioatrayentes como CXCL14 y
CKLF y otros genes como galectinas se encuentran sobre-expresados. Es de desatacar la
alta sobre-expresion en nuestro modelo de HLA-C (entre 8 y 14 veces), perteneciente a
los HLA de clase |, lo que puede sugerir que la infeccidon provoca que estas células

aumenten su capacidad de presentar antigenos para combatir la infeccién.
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Figura 24. Analisis de la expresion de genes y vias en THP1. (A) Validacion por gRTPCR de algunos
genes sobre-expresados en THP1 3hpi. Los resultados son relativos al control. Se muestra en valor
promedio de tres réplicas bioldgicas +SEM. * denota p <0.05. (B) A la derecha se muestra resultados
de un Elisa de 118 en células THp1 infectadas respecto al control a las 3hpi. * denota p <0.05. (C)
Evaluacion de la via NF-kB, mediante Western blot del supresor de la via ikB a los 15, y 30 minutos post

infeccién. LPS se utilizé como control positivo.
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T. cruzi es capaz de inducir caracteristicas senescentes.

La senescencia es un estado celular que se activa frente a distintos tipos de estrés, entre
los cuales se encuentra el estrés oxidativo, el dafio al ADN [210], y la activacidon de NF-
kB [211]. Nosotros encontramos en cardiomiocitos infectados un aumento de especies
reactivas del oxigeno (Figura 16D). A su vez encontramos un aumento de la via
AKT/mTORCL1. Recientemente se mostré que un aumento de ROS puede llevar a la
activacion de mTORC1, el cual mediante la via S6k puede fosforilar HDM2 (regulador del
gen supresor tumoral p53). La fosforilacion de p53 puede generar un aumento de sus
blancos, como p21, deteniendo asi el ciclo celular, e induciendo un fenotipo senescente
[81]. Por otro lado, mTORC1 también es capaz de inducir proliferacién [71]. Con el fin de
estudiar la proliferacidon en cardiomiocitos infectados, utilizamos la sonda CFSE y 0, 24,
48 y 72hpi analizamos la proliferacion por citometria de flujo [212]. Mientras que a O,
24 y 48hpi no vimos una disminucion en la proliferacién, a las 72hpi si observamos
menor proliferacién en los cardiomiocitos infectados (Figura 25A). Teniendo en cuenta
estos resultados sumado a que los cardiomiocitos infectados aumentan la expresion de
IL6 y mmpl, ambos considerados genes del FSAS- fenotipo secretor asociado a
senescencia-, el cual incluye citoquinas inflamatorias y componentes de la matriz
extracelular [87, 213, 214, 215], decidimos evaluar uno de los marcadores clasicos de
senescencia: la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia, y encontramos un
aumento significativo de la misma a las 72 hpi, mientras que no hay cambios
significativos a las 24 hpi (similar a lo encontrado en el perfil de proliferacion) (Figura

25B).

Asimismo, observamos, que los macréfagos sobre-expresan IL8, IL6, NF-kB1, IL1B, CDK®6,

y las células epiteliales: IL6, IL8, NFKB1, IL1A e IL1B, todos pertenecientes al FSAS.

Ademas, el estado senescente puede ser inducido por estrés generado por el dafo al
ADN [210], y la activacién de NF-kB [211]. Un trabajo anterior publicado por nuestro
grupo muestra que las células Hela infectadas desencadenan dafio en el ADN [179] y
probablemente la activacion de la via AKT/mTOR y NF-kB (Tabla 5). Los macrdfagos
infectados también muestran una sobre-representacion de las vias AKT / mTOR, y la via

NF-kB (Tabla 5). En el caso de los macréfagos la activacién de la via NF-kB fue
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demostrada (Figura 24C). Considerando toda esta informacion y datos de otros autores

que muestran que las células HelLa y macrofagos infectados inducen la via AKT / mTOR

[78] [79], y en el caso de los macréfagos también estd demostrado que su infeccidn

produce un aumento de especies reactivas del oxigeno [216], exploramos si estas células

infectadas expresan el marcador cldsico de senescencia: B-galactosidasa [93, 217].

Encontramos un aumento de este marcador en los macréfagos infectados (Figura 25C).
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Figura 25 Evaluacion de la proliferacion en cardiomiocitos y la actividad de la B-galactosidasa
asociada a senescencia cardiomiocitos y macroéfagos. (A) Medida de la proliferacion en
cardiomiocitos infectados y sus respectivos controles a las 0, 24, 48 y72 hpi, determinado con la
sonda CFSE. *p<0.05 (B) Determinacion en solucidn de la B-galactosidasa asociada a senescencia
en cardiomiocitos controles (C) e infectados (I) a las 24 y 72hpi **p<0.01 (C) Determinacion en
solucién de la B-galactosidasa asociada a senescencia en macréfagos controles (C) e infectados
() alas 72hpi **p<0.01
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Los macroéfagos infectados sub-expresan genes relacionados a la sintesis del
colesterol.

Con respecto a las vias sub-representadas, la Unica que encontramos fue la disminucién
de la biosintesis de colesterol en macréfagos: 11 genes que codifican enzimas
colesterogénicas y 2 genes que codifican enzimas del metabolismo de las lipoproteinas
aparecen sub-expresados en la infeccidn principalmente a t3 y t6 (Figura 26A). Dos de
estos genes, el receptor de LDL (LDLr) y la hidroximetilglutaril-CoA sintasa (HMGCS1),
intermediario de la biosintesis del colesterol fueron validados por qRTPCR (Figura 26B).
A pesar de esto, encontramos una sobre-expresion, tanto a nivel de ARNm como de
proteina, del receptor OLR1 (Receptor de lipoproteina oxidado de baja densidad 1)
(Figura 26B y C). El incremento de OLR1 permitiria aumentar la captacién de colesterol
exdgeno, y una probable hipdtesis es que las células para contrarrestar esto, regularian
negativamente la biosintesis de colesterol endégeno. A su vez OLR1 estd descrito como
un receptor utilizado por T. cruzi para invadir las células [166], por lo tanto, su sobre-
expresion podria facilitar la infeccion de macréfagos. OLR1 también se encuentra sobre-

expresado en células Hela, pudiendo estar cumpliendo el mismo rol [179].
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Figura 26. Evaluacion de la via del colesterol en THP1. (A) Valores de cambios de expresion
génica (Fold change), de los genes relacionados a la sintesis del colesterol en THP1 infectado a
distintos tiempos de infeccién (0,3,6, 12 y 24) en base a datos obtenidos del microarreglo. (B)
Evaluacion por gRTPCR de la expresion de rLDL: receptor de LDL, OLR1: Receptor de lipoproteina
oxidado de baja densidad y HMGcS1: hidroximetilglutaril-CoA sintasa en la infeccién respecto al
control. También se muestra un gel de agarosa con los productos de PCR obtenidos para cada
gen, asi como los valores de expresion génica obtenida en el array de THP1 para estos genes. (C)
Western blot de OLR1 normalizado con GAPDH en muestras control (C) y muestran infectadas 3
hpi (1) Al costado se muestra la cuantificacién del gen en base a un analisis de densitometria de
las bandas obtenidas en el Western blot.
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Resultados relacionados a aspectos metodoldgicos

En el marco de esta tesis encontramos que los cardiomiocitos infectados contenian
contaminacién de ARN proveniente de células Vero, utilizadas por nosotros para
propagar los tripomastigotas. Esto nos llevé a estudiar mas de cerca el posible impacto
de este problema en estudios transcriptémicos (llevados a cabo por microarreglos,
secuenciacion masiva o qRTPCR) y evaluar diferentes protocolos para tratar de evitar o
disminuir la contaminacién. En ese marco surge el trabajo titulado “Host-pathogen
transcriptomics: Trypanosoma cruzi as a model for studying RNA contamination”. El
mismo se encuentra en la segunda ronda de revisidn en la revista Journal of Proteomics.

Se adjunta como Anexo 2.
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DISCUSION

Respuesta de cardiomiocitos primarios humanos a la infeccion

con T. cruzi.
La cardiomiopatia chagasica crénica constituye la manifestacion mds grave de la

enfermedad de Chagas [218]. En el corazdn T. cruzi es capaz de infectar una amplia
variedad de células, incluidas células endoteliales, del musculo liso, fibroblastos y
cardiomiocitos [219]. Ha sido demostrado mediante el analisis histolégico de biopsias de
corazones de pacientes, que los cambios morfolégicos en cardiomiocitos, como por
ejemplo la hipertrofia cardiaca, tienen una buena correlacién con las manifestaciones
clinicas y gravedad de la enfermedad cardiaca [220, 221]. En la primera parte de esta
tesis demostramos que T. cruzi es capaz de generar cambios significativos en la
expresion génica de cardiomiocitos humanos, favoreciendo la sobre-expresion de
cientos de genes en las primeras horas de infeccién, siendo el metabolismo energético
mitocondrial y la sintesis de proteinas las vias mas significativamente modificadas
(Figura 11A). Es importante resaltar que nuestros resultados coinciden con estudios
transcriptomicos llevados a cabo en pacientes con CCC y HCM. En analisis
transcriptdmicos comparativos de miocardio de pacientes con CCC y DCM, Cunha Neto
et al. encontraron que en la CCCy no en la DCM, se sobre-expresan genes implicados en
la respiracién mitocondrial, y ambas enfermedades exhiben un aumento de la expresién
de genes relacionados con la sintesis de proteinas [63]. Otro trabajo en el que se
compara la expresion de genes de miocardio de pacientes con HCM y pacientes sanos,
muestra que las vias mas sobre-representadas fueron la sintesis de proteinas y la
fosforilacion oxidativa [64]. La hipertrofia cardiaca es un paso critico en el pasaje a la
CCCy en nuestro modelo encontramos marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca
en los cardiomiocitos infectados, como la metaloproteinasa de matriz 1 (Mmp1) [222] y
el receptor del péptido natriurético auricular (NPR1). En conjunto estos resultados
validan nuestro modelo de estudio y dan pistas sobre los mecanismos moleculares de
patogénesis en la CCC. Otra observacién a destacar es que en estudios transcriptémicos
de infecciones en ratones con CCC los resultados difieren a los encontrados por nosotros

y a los encontrados en pacientes con CCC. En infecciones de ratones con CCC se
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encuentra una disminucion de la expresion de genes relacionados con los distintos
complejos de la respiracién mitocondrial utilizando las cepas Sylvio y Brasil entre

aproximadamente los 30-180 dias post-infeccién [57, 58].

Con el fin de determinar si existe una correlacidn entre la sobre-expresidon de genes
relacionados al metabolismo energético con un aumento de la respiraciéon en la
infeccidn, analizamos el consumo de oxigeno de los cardiomiocitos infectados alas 6, 17
y 24hpi, y encontramos que la respiracién basal y maxima aumentan de manera
significativa en los cardiomiocitos infectados, asi como la reserva respiratoria (Figura
12). El aumento en la respiracion basal indica una mayor demanda de ATP de las células
infectadas. Uno de los procesos biolégicos que consume mds ATP, es la sintesis proteica.
Dado que encontramos un aumento en genes relacionados a la sintesis proteica en
células infectadas, probablemente el aumento en la respiracion sea al menos en parte
para sostener y permitir un aumento en la sintesis proteica. Decidimos comparar estos
resultados con el modelo de infeccién en células Hela, dado que en estudios
transcriptomicos llevados a cabo en nuestro laboratorio con estas células, no
encontramos diferencias en la expresién de genes relacionados con el metabolismo
energético. En este caso tampoco encontramos diferencias fenotipicas a nivel de la
respiracion (Figura 13). Una observacion a destacar es que otros trabajos que estudian
la actividad mitocondrial en respuesta a la infeccién en modelos de cardiomiocitos
murinos describen una disminucién de la respiracién, tanto en modelos de infeccién
cronica (Vyatkina et al. [60]) como en cardiomiocitos primarios (Estrada y col. [59]). En
fibroblastos dérmicos humanos Shah-Simpson et al. [223] y en macréfagos humanos Koo
et al. [224], también encontraron un aumento de la respiracion mitocondrial en las

células infectadas.

Algunas de las diferencias encontradas en infecciones murinas y humanas, tanto a nivel
transcriptdmico como funcional en aspectos relacionados con el metabolismo
energético podrian estar vinculadas a que los ratones tienen una tasa basal metabdlica
por gramo de peso corporal aproximadamente 7 veces mayor a la de un humano. Esto
provoca que los ratones tengan una menor capacidad de mantener una adecuada

homeostasis celular frente a diferentes tipos de estrés como por ejemplo ROS, y quizas
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sea una de las razones por la que no se comporten igual frente a la infeccion al menos

en aspectos metabdlicos [225, 226].

En pacientes con CCC hay pocos estudios del estado de la respiracion mitocondrial. El
trabajo de Teixeira et al. en 5 pacientes con CCC [65], muestra una disminucién en los
niveles de expresion de la proteina creatina quinasa muscular respecto a pacientes
sanos, asi como una disminucién de su actividad. La creatina quinasa mitocondrial
cataliza el pasaje de un fosfato del ATP a la creatina para formar fosfocreatina y ADP. La
fosfocreatina difunde rdpidamente de la mitocondria al citosol, donde la creatina
muscular puede convertir la fosfocreatina nuevamente en ATP y creatina. Esta ultima
difunde a la mitocondria cerrando el ciclo y contribuyendo a la homeostasis energética.
Una hipétesis planteada por Cunha-Neto et al. [63] es que el aumento de la expresidn
de genes relacionados al metabolismo energético encontrados en la CCC, seria un
mecanismo compensatorio para evitar una disminucion del ATP citoplasmatico. Otra
observacion del trabajo de Teixeira et al. [65], es que encuentran una disminucién
discreta en los niveles de expresion de la proteina de la subunidad alfa de la ATP sintasa
(complejo V de la respiracién mitocondrial). También el trabajo de Wan et al. [227] en
pacientes con CCC (8 pacientes), muestra una disminucién de la proteina de la
respiracion mitocondrial CYTB. Consideramos que estudiar aspectos relacionados a la
respiracion mitocondrial en un nimero mayor de pacientes con CCC ayudaria a elucidar
el estado de la respiracion en la CCC. Particularmente, dada la diversidad de células
presentes en el corazén (cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales, y en el caso
de la CCC también infiltrados de macrdéfagos y células T), pensamos que seria de gran
informacién hacer los estudios sobre biopsias de corazones de los pacientes, asi como

de cardiomiocitos purificados de las mismas [228].

Con el fin de entender si el aumento de la respiracidon en la infeccidn se acompafaba
ademas de un mayor contenido mitocondrial o una mayor capacidad de respiracion de
las células infectadas estudiamos la relacion del ADN mitocondrial respecto al ADN
nuclear por gRTPCR, encontrando que el mismo aumenta en la infeccidén respecto al
control (Figura 16A). También estudiamos en células Hela y en células humanas

endoteliales primarias HUVEC como otro sistema de cultivos primarios, si la infeccion
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inducia un aumento del contenido mitocondrial y no encontramos diferencias
significativas respecto al control (Figura 16A). Estos resultados nos indican que el
aumento de la respiracidén y contenido mitocondrial de cardiomiocitos infectados no
constituye un mecanismo general de respuesta a la infeccién por T. cruzi. Tampoco seria
especifico de los cardiomiocitos, dado que en una linea de fibroblastos dérmicos
humanos normales se observé un aumento de la respiracién frente a la infeccion, asi
como un aumento en el contenido mitocondrial [223]. Dado que PGC-1a es un regulador
de la biogénesis mitocondrial [229], determinamos por qRTPCR su expresidn en células
infectadas vs control y no encontramos cambios en su expresion (Figura 16E), por lo que
el incremento del ADN mitocondrial seria independiente de PGC-1a. De todas formas,

no podemos descartar una activacion de PGC-1a a nivel post-transcripcional [195].

Es sabido que los cardiomiocitos utilizan como principal fuente de energia los acidos
grasos, pero también son capaces de utilizar otros sustratos como glucosa, lactato o
cuerpos cetdnicos [53]. En algunos modelos de infeccidn con patdgenos intracelulares
se ha observado un aumento de la glucélisis y produccidn de lactato [230]. Quisimos
determinar, por un lado, si el aumento de la respiracidn se asocia también a un aumento
de la glucdlisis, para lo cual utilizamos glucosa como Unico sustrato exdgeno, y el
inhibidor de la hexoquinasa, 2-desoxi-D-glucosa, no encontrando diferencias en la
capacidad glucolitica de las células infectadas (Figura 14A y B). Por otro lado,
determinamos si existian diferencias en el uso de acidos grasos enddgenos, para lo cual
utilizamos etomoxir (inhibidor irreversible de la carnitina palmitoil transferasa 1) y
aungue se observa que utilizan acidos grasos para respirar, dado que disminuye el
consumo de oxigeno al usar etomoxir, las diferencias entre el control y la infeccién no
son significativas. (Figura 14C y D). Estos resultados indican que los cardiomiocitos
infectados aumentan su metabolismo oxidativo mitocondrial sin modificar la actividad
glucolitica ni de oxidacién de acidos grasos. Dado que, en una linea de fibroblastos
dérmicos humanos normales, Shah-Simpson et. al. encontraron un aumento de la
entrada de glucosa a las células infectadas [223], quisimos estudiar si se observaban
cambios en los niveles de glucosa y lactato en el sobrenadante de células infectadas

respecto al control y no encontramos produccion significativa de lactato, ni diferencias
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significativas en los valores de glucosa en el sobrenadante de ambas muestras (Figura
15). Este resultado supone que en nuestro sistema, en presencia de otros sustratos
energéticos, no se utiliza glucosa a tiempos cortos de infeccidn y al no detectarse niveles
significativos de lactato, la produccién de ATP es toda a expensas de la respiracion

mitocondrial.

La via mTORC1 dependiente de AKT regula la actividad y biogénesis mitocondrial, asi
como la sintesis de proteinas [71, 72, 231-233]. Dado que ademds de encontrar aumento
de genes relacionados con el metabolismo energético, encontramos la sobre-expresion
de muchas proteinas ribosémicas y factores de traduccién en la infeccién, nos
planteamos la hipdtesis de que mTORC1 estd en la base de estos cambios, para lo cual
estudiamos y demostramos mediante ensayos de Western blot, la activacion de esta via
(Figura 17). También encontramos que la activacién es especifica de mTORC1 y no de
mTORC2, ya que no encontramos cambios en la activacion de mTORC2 (evaluando la
fosforilaciéon de AKT en la serina 473) (Figura 19B). Con el fin de verificar si el aumento
de la respiracion en la infecciéon se debe a un aumento de mTORC1, utilizamos un
inhibidor especifico de mTORC1, rapamicina, y evaluamos la respiracidon en presencia
del farmaco. No se observaron cambios en el consumo de oxigeno en la infeccién
respecto al control al usar rapamicina 24hs previo a la infeccién (Figura 18C). Ademas,
el uso de rapamicina revirtié el aumento en el contenido mitocondrial de células
infectadas respecto al control (Figura 18D). Morita y colaboradores [72] mostraron que
mMTORC1 controla la actividad y biogénesis mitocondrial promoviendo la traduccién de
ARNm relacionados con las mitocondrias codificados por el nucleo, al fosforilar
proteinas de unién al factor de inicio de la traduccidn 4E: 4E-BPs, lo cual habilita la
traduccién de estos ARNm. Nosotros encontramos aumentada la fosforilacién de 4E-BP1
en la infeccidn, por lo que en nuestro modelo el aumento del contenido mitocondrial
podria estar relacionado con este resultado. Finalmente, encontramos que la forma de
las mitocondrias de los cardiomiocitos infectados era de tipo “dona”, la cual se asocia
con un aumento leve de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria [193, 194], que
puede explicarse por el aumento de la respiracién. Fuimos a evaluar las especies

reactivas de oxigeno en las células infectadas y encontramos que las mismas aumentan
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aproximadamente dos veces respecto al control (Figura 16D). Es importante considerar
que un leve aumento de ROS puede generar arresto del ciclo celular y producir un
aumento de la biogénesis mitocondrial [234]. A su vez un aumento sostenido de ROS
también podria generar dafio en los cardiomiocitos, perturbando el potencial de

membrana mitocondrial [235].

En la Figura 27 resumimos los resultados encontrados en cardiomiocitos infectados y

dejamos planteadas algunas interrogantes al respecto.

Cardiomiocito
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Figura 27. Resumen de los resultados encontrados en cardiomiocitos humanos infectados.

El esquema plantea la posibilidad de que T. cruzi interaccione con algln receptor/es tirosina
quinasa y a través de los mismos active el segundo mensajero PI3K, activando luego AKT y
MTORC1/ p70S6k y 4EBP-1. En verde se muestra las proteinas para las cuales validamos la sobre-
expresion por Western blot. EIl aumento de p70S6k y 4EBP-1 provocarian un aumento de la
expresion de ARN ribosomales y factores de la traduccion (resultado encontrado en los
experimentos de microarreglos) y un incremento de la sintesis proteica. El hecho de que la
activacion de mTORC1 provoque un aumento de la sintesis proteica ha sido demostrado en
muchos sistemas aunque nosotros no lo validamos en el nuestro, motivo por el cudl adjudicamos
un signo de interrogacién. El aumento de 4EBP-1 provocaria un aumento del metabolismo
energético (72), el cual verificamos en este trabajo, junto con un aumento de ROS el cual podria
inducir caracteristicas senescentes, y a su vez colaborar en la activacién de mTORC1 (ambas son
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hipétesis a confirmar). El perfil del tipo senescente podria contribuir a la persistencia del
pardsito.

Evaluacion de farmacos que interfieren con el metabolismo
energético.

En el caso de la enfermedad de Chagas, la persistencia del parasito es uno de los
principales motivos que, al dia de hoy, impiden curar dicha enfermedad en la fase
cronica. T. cruzi, por diferentes mecanismos, logra persistir décadas en el hospedero.
Algunos ejemplos de estos mecanismos son: presencia de enzimas antioxidantes que le
permite defenderse de radicales libres, induccion de sobrevida de la célula infectada,
multitud de proteinas de superficie que le permiten interaccionar e invadir casi cualquier
tipo de célula [19], existencia de amastigotas en estado de dormancia, los cuales son
refractarios al tratamiento, asi como capaces de diferenciarse periddicamente a
tripomastigotas y perpetuar la infeccion [236]. Estos motivos hacen que T. cruzi sea un
parasito muy dificil de eliminar, y a pesar de que la mayoria de los esfuerzos se han
dirigido a tratar de lograr la cura parasitoldgica, la misma aun no ha tenido éxito. La
alternativa de buscar terapias dirigidas al hospedero que, aunque no logren eliminar el
pardsito, puedan ayudar a prevenir el desarrollo de la enfermedad, como por ejemplo
prevenir la cardiomiopatia, son estrategias que apuntarian a la “cura clinica” de la
enfermedad. Este tipo de estrategias dirigidas al hospedero ya estan siendo evaluadas
en otros patogenos intracelulares y persistentes, como por ejemplo Mycobacterium
tuberculosis [237, 238] y otros parasitos intracelulares como P. falciparum [124] [125],

T. brucei [126], y Leishmania [127] [128].

Nosotros encontramos una reversion del incremento de la respiracion mitocondrial al
usar rapamicina, lo cual muestra la posibilidad de revertir un fenotipo inducido por T.
cruzi en el hospedero con farmacos. Si este mecanismo genera patogénesis y es capaz
de ser inhibido, una primera evaluacién que podemos hacer in vitro, es estudiar si su
inhibicion afecta la infeccion/replicacién del parésito. Estudiamos el efecto de la
rapamicina y otros siete farmacos capaces de intervenir directa o indirectamente en el
metabolismo energético, (cuyas caracteristicas fueron expuestas en la Tabla 1), sobre la

infeccién/replicacion del parasito. En el caso de la rapamicina no encontramos cambios
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significativos (Figura 20), lo que sugiere que el aumento en la respiracion y el posterior
aumento en la produccién de ROS no constituyen un mecanismo de defensa del
hospedero en nuestro modelo, sino un efecto secundario que probablemente dafie los
cardiomiocitos, principalmente por el aumento de ROS. Un trabajo llevado a cabo en
macrofagos murinos infectados con tripomastigotas derivados de ratones infectados
con la cepa Y, mostré una disminucién en la invasion al usar rapamicina [79]. Los tiempos
de tratamiento pre y post infeccion utilizados en este trabajo fueron diferentes a los
utilizados por nosotros [79]. Por otro lado, otros autores mostraron que el tratamiento
con rapamicina en células Hela infectadas logra inhibir la infeccidn de tripomastigotas
metaciclicos de la cepa CL, mientras que aumenta la infecciéon en el caso de que los
tripomastigotas sean derivados de cultivos celulares [239, 240]. Estos resultados, en
conjunto con los nuestros (en los cuales no observamos cambios en la infeccién), indican
que el efecto de la rapamicina sobre la infeccién de T. cruzi probablemente dependa de
diversos factores entre los cuales se encontrarian las formas particulares de los
tripomastigotas (derivados de cultivos celulares, o metaciclicos), la cepa de T. cruzi, el
tipo de célula infectada, y los tiempos de tratamiento con el fdrmaco asi como los

tiempos post infeccién a los cuales se mide la invasion.

Con los farmacos galloflavina (inhibe LDH A y B) y metformina (inhibe complejo | de la
respiracion), al igual que con rapamicina, no se observaron cambios significativos en el
porcentaje de infeccidn respecto al control. Los farmacos curcuma, aicar e imatinib
presentaron una disminucion del porcentaje de parasitos a al menos 70%, para algunas
de las concentraciones ensayadas, pero la viabilidad celular también descendid de forma
similar en dichas concentraciones (Figura 20), por lo que la medida de una disminucion
en la infeccidén probablemente se deba al dafo generado en las células.

En conjunto estos resultados sugieren que alterar el metabolismo energético,
particularmente mediante la intervencién en la respiracidn mitocondrial, no afectaria
aspectos relacionados con la infeccidn/replicacion del parasito. Cabe destacar que en el
trabajo de Shah-Simpson et. al, en una linea de fibroblastos humanos con una deficiente
respiracion mitocondrial, no se observaron cambios en la replicacién de amastigotas

[223].
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En el que caso de Visnagin (inhibe la malato deshidrogenasa 2 -MDH2, la cual
observamos aumentada en la infeccidn), a la concentracion de 1ImM, se observé una
disminucion de la infeccién/replicacidn del parasito a aproximadamente 70%, y aunque
la viabilidad también bajo, su descenso fue menor al observado en Ila
infeccion/replicacion. Esto sugiere que el incremento de MDH2 en la infeccién,
involucrada en el ciclo del acido citrico, seria beneficioso para el pardsito y por eso la

inhibicién de esta enzima podria favorecer la disminucion de la replicacién del parasito.

Con respecto a la atovaquone (inhibe complejo Il respiracién de P. falciparum), se
observé para la concentraciéon de 50uM, una disminucidn a aproximadamente 80% en
la infeccion/replicaciéon del parasito, aunque esto no se observd a mayores
concentraciones. Cabe destacar que con este farmaco se observaba al microscopio

menor movilidad de los parasitos respecto al control.

Comparacion de la respuesta de células de origen humano
infectadas con T. cruzi.

Dado que en nuestro laboratorio contamos con estudios transcriptémicos de respuesta
a la infeccion en tres tipos celulares de origen humano: cardiomiocitos, células
epiteliales (Hela) y macréfagos (THP1), llevados a cabo con la misma cepa, Dm28c,
mismos tiempos post infeccion (t0, t3 y t6), misma relacién pardsitos:células, y misma
metodologia (micorarreglos de Agilent), lo que nos permite disminuir variables que
pueden dificultar las comparaciones, decidimos realizar un estudio comparativo de los
resultados de estas respuesta. A pesar de que recientemente fue publicado un trabajo
gue compara la respuesta transcriptémica del hospedero a la infeccion con T. cruzi, la
comparacion no considera diferencias entre distintas cepas, distintos modelos de

infecciéon (humano y ratén), y distintos tiempos post infeccién [241].

La primera observacion de nuestros resultados es que los tres tipos celulares cambiaron
la expresion de cientos de genes frente a T. cruzi. Otros autores también han encontrado
cambios en cientos de genes en otros modelos de infeccion como por ejemplo
cardiomiocitos murinos y fibroblastos humanos [55, 63, 178]. Encontramos un répido

aumento de genes a t0 (2horas post interaccion), en las tres lineas celulares. En
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cardiomiocitos y células epiteliales la mayoria de los genes permanecen sobre-
expresados a los demas tiempos (t3 y t6), mientras que en macréfagos muchos genes se
comparten sobre todo entre t3 y t6 (Figura 22). Los tiempos analizados incluyen la
interaccidon del pardsito con la célula para lograr la invasién, y la formacién y
permanencia en la vacuola parasitdfora. El hecho de que muchos genes se compartan a
t0 puede significar que las sefiales que se inducen estan principalmente relacionadas
con los receptores que se activan en la interaccién del parasito con la membrana de la
célula hospedera, los cuales inician una serie de cascadas de sefializacion que se

mantienen en el tiempo estudiado.

En base al diagrama de Venn y al andlisis de clusters de los genes diferencialmente
expresados en cada tipo celular, podemos concluir que la respuesta transcriptdmica
depende del tipo de célula hospedera (Figura 23). Esto probablemente se deba a
diferencias en los receptores de membrana presentes en cada tipo celular. T. cruzi
presenta un amplio repertorio de moléculas de superficie pertenecientes a diversas
familias multigénicas, (mucinas, MASP, trans-sialidasas entre otros), capaces de
interactuar con diferentes receptores, lo que probablemente genere la activacion de
cascadas de sefializacidon especificas para cada tipo celular. Esta observacidon también
fue encontrada para otro parasito intracelular, Toxoplasma gondii, que también es capaz
de infectar distintos tipos de células [242]. El agrupamiento observado en el andlisis de
cluster entre las células epiteliales y los macréfagos y por otro lado, separados, los
cardiomiocitos (Figura 23 A), puede deberse a la similitud de la respuesta encontrada
entre los macréfagos y las células epiteliales, aunque también es importarte considerar
gue los macrofagos (THP1) y las células epiteliales (Hela) utilizadas en este trabajo son
células transformadas, mientras que los cardiomiocitos que se utilizaron son células
primarias y estas diferencias también podrian estar contribuyendo al agrupamiento

observado.

Entre macréfagos y células epiteliales se compartieron muchas vias relacionadas con el
sistema inmune y la inflamacién. La respuesta inmune innata constituye la primera
barrera de defensa del hospedero frente a una infeccidn y juega un rol esencial en el

reconocimiento y la respuesta proinflamatoria contra el patégeno. Las células del
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sistema inmune, entre ellas los macréfagos, asi como también células estructurales
como las células epiteliales y endoteliales [101, 243-245] presentan receptores de
reconocimiento de patégenos, estando entre los mas relevantes los receptores de tipo
Toll (TLRs), capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs).
Las cascadas de senalizacion por los TLRs terminan generalmente activando el factor de
transcripciéon NF-kB y produciendo citoquinas proinflamatorias como TNF e interferones
[100]. Nosotros encontramos en los macréfagos una sobre-representacion de la via de
sefializacion por TLR4, la cual sefaliza a través de Myd88, pudiendo ser activada por
moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GIPL) del parasito [116, 117]. También observamos
una sobre-representacién de la via de sefalizacion de TLR3, el cual sefializa a través de
TRIF. Es de destacar que a nivel del sistema inmune innato, una respuesta efectiva contra
T. cruzi es mediada por la secrecion de IL12 y TNF-a dependiente de Myd88, y por la
produccién de IFNB dependiente de TRIF [114]. Los TLR podrian activarse no solo por
PAMPs de T. cruzi, sino también por moléculas enddgenas derivadas de la lisis de células
infectadas [20], activando principalmente los TLRs 2 y 4. Encontramos la via de
sefializacion de TLRs por moléculas enddgenas sobre-representada tanto en células
epiteliales como en macréfagos. La liberacién de este tipo de moléculas puede activar
TLRs de células vecinas promoviendo un aumento de la inflamacién, asi como eventos
de reparacion celular [102] [103].

En macrdfagos y células epiteliales encontramos un aumento de la expresiéon de genes
relacionados a la via del IFN-y. También encontramos en ambos tipos celulares una
sobre-representacion de las vias que sefializan a través de citoquinas inflamatorias como
IL12, IL23, II1 y TNF-a. La respuesta a IFN-y fue también descrita por Zhang et al. en
macrofagos derivados de médula ésea de ratdn [246]. Nuestros resultados indicarian una
activacion cldsica de macréfagos, M1, activados por INF-y, y capaces de secretar las
interleuquinas inflamatorias 1112, TNF-a y también INF-y. En el caso de los macréfagos de
ratén la respuesta encontrada, a pesar de la induccion de genes de IFNy, fue mas
parecida a la de tipo M2, los cuales se inducen por las citoquinas IL-10 e IL-4 [246]. Estas
diferencias en el tipo de activacién de los macréfagos, probablemente esté relacionado
con las diferentes clases de macréfagos (THP1 humano y médula dsea de ratén), y
también con el uso de diferentes cepas de T. cruzi (Dm28c y CAI-72). De hecho, los
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resultados de los mismos autores sugieren que los macréfagos derivados de la médula
Osea estdn mas predispuestos a la activacién alternativa (M2) mientras que los
macrofagos activados con tioglicolato estdn mas predispuestos a la activacién cldsica
(M1) [246]. Otro trabajo encuentra que macrdéfagos humanos purificados a partir de
PBMC con la cepa Brasil, no presentan una respuesta inflamatoria significativa frente a
T. cruzi [247], lo cual respalda la dependencia de la respuesta segun el tipo de
macrofago/cepa de T. cruzi. Una respuesta a IFN-y también fue encontrada en
fibroblastos, células endoteliales, y de musculo liso humanas [184]. Finalmente, en tejido
de miocardio de pacientes con CCC también fue encontrada una respuesta a IFN-y [63].
El trabajo de Luss H. et al. muestra que la induccidn de IFN-y puede llevar a una inhibicion
del metabolismo energético mitocondrial y un aumento de éxido nitrico - NO [68]. Los
corazones de pacientes con CCC presentan importantes infiltrados de macréfagos (50%
aproximadamente) [248, 249] que podrian secretar IFN-y y explicar, al menos en parte,
la disfuncion cardiaca en la CCC a causa de una disminucién del metabolismo energético

y dafio celular causado por ROS.

Con respecto a las células epiteliales, en el contexto del organismo, el epitelio infectado
podria contribuir a la inflamacidn (a través de la respuesta de interferén, IL12, IL23, ILS,
IL6 y muchas quimioquinas como CCL2, CXCL1 y CXCL3) al reclutar células inflamatorias
como monocitos, macréfagos, neutrdéfilos y linfocitos y al mismo tiempo contribuir a
diseminar la infeccion. Por otro lado, nuestros resultados en cardiomiocitos infectados
muestran una leve respuesta inflamatoria aumentando genes como IL6, MIF
(Macrophage Migration Inhibitory Factor) y PTX3 (Pentraxina 3, la cual es inducida por
TNF-a), asi como algunos genes quimioatrayentes como CXCL14 y CKLF. Destaca la alta
sobre-expresion de HLA-C (entre 8 y 14 veces), lo que puede sugerir que la infeccién
provoca un aumento en la capacidad antigénica de estas células. Ademas, se ha
observado que los cardiomiocitos frente a determinadas citoquinas como IFN-y son
capaces de aumentar la expresién de MHC de clase | [250], asi como en pacientes con
CCC se ha encontrado un aumento de moléculas HLA de clase | y Il [251]. Por otro lado,
se ha observado en infecciones virales un aumento de los HLA de clase I, lo cual podria

correlacionarse en algunos casos con problemas de autoinmunidad [252]. En el caso de
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T. cruzi el aumento de HLA-C también podria estar vinculado a la autoinmunidad [253-

255].

Los resultados obtenidos indican que la via PI3K/AKT esta activada en cardiomiocitos

(Figura 17), ademas se encuentra sobre-representada en macroéfagos y células Hela
(Tabla 5). Otros autores también encontraron esta via activada en macréfagos humanos
y de ratdn [76, 77], células epiteliales [78], cardiomiocitos de ratén [67] y otros tipos
celulares como células gliales de tipo células Schwann [256] y fibroblastos de ratén [76].
También fue demostrada su activacion en pacientes con CCC y su activacién en células
mieloides (macréfagos, por ejemplo) restringiria la infeccién en el corazén protegiendo
a los cardiomiocitos [67]. En general el rol de su activacidn se relaciona con la capacidad
antiapoptodtica de esta via [257, 258]. También es necesaria para el proceso de invasidn
de T. cruzi [77]. Es de destacar la cantidad de modelos, en los cuales independiente de
la cepa de T. cruzi utilizada y el tipo celular y especie (humano o ratén) infectada,
muestran una activacién de esta via. Este hecho da fuertes indicios de un rol crucial en
la interaccion de la célula hospedera con el parasito a la via PI3K/AKT. Las moléculas de
T. cruzi reportadas como capaces de activar esta via hasta el momento han sido
transialidasas en infecciones de células Schwann [73]. También ha sido demostrado que
una transialidasa de T. cruzi es capaz de interactuar con el receptor de membrana
tirosina quinasa TrKA promoviendo la invasidon de células de mamifero y al mismo
tiempo permitiendo la activacion de la via PI3K/AKT [259]. En nuestros sistemas de
infeccion en macréfagos y células epiteliales hay una sobre-representacion de vias de
sefializacion por otros receptores de la familia tirosina quinasa como PDGF (receptor de
factor de crecimiento derivado de plaquetas), EGF (receptor de factor de crecimiento
epidérmico), asi como otros receptores como PAR (receptores proteasa activados), TNF
(Factor de necrosis tumoral), y TGF-B. Lograr identificar qué receptor o receptores
pueden ser capaces de inducir esta via, entre otras, en diferentes tipos celulares, podria
ser de gran utilidad para modular esta respuesta y controlar la infeccidn, la replicacién

y/o la clinica de la CCC.

Queremos resaltar las caracteristicas del tipo senescente observadas en los
cardiomiocitos y macroéfagos (Figura 25). En el caso de los macréfagos, es importante
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recordar que las células THP1 tienen mutado el gen p53, por lo tanto, en estas células
habria que estudiar si no se activa la via p16 capaz de inducir senescencia. Teniendo en
cuenta que el fenotipo senescente fue encontrado en fibroblastos humanos infectados
[96] y también en células T de pacientes con CCC [94, 95], consideramos relevante
profundizar sobre el posible rol de la senescencia en la persistencia del pardsito en
nuestros modelos celulares. La senescencia podria ser una de las opciones que facilitan
la persistencia del parasito dado que se convertirian en un reservorio de los mismos. Las
células senescentes secretan citoquinas inflamatorias como 116, 111-B, TNF-a, capaces de
reclutar macrdéfagos, neutréfilos y otras células inmunes que por un lado representan
una defensa contra el pardsito y por otro ayudarian a diseminar la infeccién [260, 261,
262]. Consideramos importante dilucidar los mecanismos que inducen esta respuesta
en cada tipo celular. Queremos destacar que la forma tipo “dona”, encontrada en las
mitocondrias de los cardiomiocitos infectados, se asocia con procesos de fusidn
mitocondrial [263]. Alteraciones en la dindamica mitocondrial han sido observadas en
células de melanoma en las cuales se induce la senescencia. En estas células se observé
ademas un incremento de la respiracion mitocondrial, el cual fue revertido junto con la
inhibicién de la secrecién de interleuquinas relacionadas con componentes del FSAS, al
silenciar la expresion de mitofusinas, proteinas involucradas en los procesos de fusién
mitocondrial [264]. Estudiar la dindmica mitocondrial en el contexto de la infeccidon de
cardiomiocitos podria permitir comprender su posible rol en relacién al metabolismo

energético y las caracteristicas senescentes encontradas.

Finalmente, el Unico tipo celular en el que encontramos vias metabdlicas
significativamente disminuidas fue en macréfagos, donde observamos una disminucién
en la expresidn de genes de la biosintesis del colesterol, principalmente a los tiempos 3
y 6 (Figura 26). El estudio de Zhang et al. [246], mediante un metaandlisis de diferentes
trabajos transcriptomicos de infeccion con distintas cepas de T. cruzi y células
hospederas, encuentra una disminucién de la expresién de genes relacionados con el
metabolismo de lipidos. Por otro lado, se ha demostrado que el colesterol de la
membrana plasmatica juega un rol importante en la infeccidn, y se han encontrado
resultados opuestos a los antes mencionados, en donde se observa un aumento en los
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niveles de colesterol intracelular en fibroblastos con la cepa Brasil [265]. También el
trabajo de Hissa et al. muestra que depletar colesterol de la membrana de
cardiomiocitos disminuye la infeccidn de T. cruzi, por el rol que el colesterol jugaria en

la fusion de lisosomas a la membrana [266].
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10.

La infeccion de cardiomiocitos humanos por Trypanosoma cruzi es capaz de inducir
una reprogramacion de dichas células en las primeras horas de infeccidn, a través
de cambios en los perfiles de expresion génica de cientos de genes.

El andlisis de vias y procesos mas alterados frente a la infeccién en cardiomiocitos
muestra una predominancia de sobre-expresidon de genes relacionados a la cadena
respiratoria, fosforilacion oxidativa y sintesis proteica, similar a lo observado en
pacientes con CCCy HCM.

El aumento de la expresidn de genes relacionados a la respiracién en cardiomiocitos
infectados se correlaciona con un aumento de la respiracién basal y maxima, asi
como del contenido mitocondrial.

El aumento de la respiracion y contenido mitocondrial en la infeccion de
cardiomiocitos estd mediado por mTORC1 y es independiente de PGC-1a.

La rapamicina es capaz de revertir el fenotipo relacionado a un aumento de la
respiracion en cardiomiocitos infectados, lo que abre la perspectiva del uso de
terapias dirigidas al hospedero en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Con los farmacos utilizados no encontramos cambios relevantes en los niveles de
infeccion/replicacion del parasito a los tiempos y concentraciones ensayadas.

La comparacion de genes diferencialmente expresados entre cardiomiocitos,
células epiteliales y macréfagos humanos a tiempos cortos de infeccidn, muestra
gue la respuesta es especifica para cada tipo celular.

En macréfagos y células epiteliales se observa la sobre-representacion de vias
bioldgicas similares relacionadas principalmente con una respuesta inflamatoria
en donde resaltamos las vias de sefializacién por NFkB, interferdny, TNF-a, y los
receptores del tipo toll o TLRs.

En los tres tipos celulares encontramos que la via PI3K/AKT estd sobre-
representada, lo que destaca su relevancia en la interaccion célula hospedera - T.
cruzi, y abre la perspectiva de modular dicha via para lograr contribuir al
tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Encontramos en los tres tipos celulares la sobre-expresiéon de genes del fenotipo
secretor senescente, asi como otros marcadores de senescencia (disminucion de
la proliferacion en cardiomiocitos, actividad beta-galactosidasa asociada a
senescencia en cardiomiocitos y macréfagos).
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PERSPECTIVAS

1. Verificar la activacién de la via PI3K/AKT en nuestro modelo de infeccion de
macréfagos (THP1) y células epiteliales (Hela).

2. Estudiar qué receptores pueden estar interactuando con diferentes moléculas de
T. cruzi para inducir la activacion de la via PI3K/AKT. Algunos candidatos en células
epiteliales y macréfagos podrian ser los receptores de PDGF y EGF. Para testear esta
hipodtesis se utilizarian diferentes inhibidores de los receptores.

3. Continuar estudiando marcadores del perfil tipo senescente en nuestros modelos
de infeccidn. Particularmente en macréfagos y células epiteliales infectadas analizar
si existen cambios en la proliferacion celular. Analizar mediante Western blot en los
tres tipos celulares la expresion de p16 y en Hela y cardiomiocitos p53 y p21.

4. Profundizar en los mecanismos capaces de generar perfiles del tipo senescentes.
Por ejemplo, utilizar inhibidores de ROS y evaluar si se observan cambios en la
produccién de beta-galactosidasa asociada a la senescencia, cambios en la
expresion de genes relacionados con el perfil secretor senescente y cambios en los
niveles de proliferacion.

5. Estudiar en biopsias de corazones de pacientes con CCC, asi como en cardiomiocitos
purificados de dichas biopsias, niveles de los complejos de la cadena de transporte
de electrones y fosforilacidn oxidativa, asi como el contenido mitocondrial de estas
células en relacidn a pacientes sanos.

6. Profundizar en el estudio de farmacos sobre el hospedero con el fin de evitar o
disminuir la infeccidn de T. cruzi o el desarrollo de la enfermedad de Chagas.
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Chagasic chronic cardiomyopathy is one of the most frequent and severe manifestations
of Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi. The pathogenic
and biochemical mechanisms responsible for cardiac lesions remain not completely
understood, although it is clear that hypertrophy and subsequent heart dilatation is
in part caused by the direct infection of cardiomyocytes. In this work, we evaluated
the initial response of human cardiomyocytes to T. cruzi infection by transcriptomic
profiling. Immediately after infection, cardiomyocytes dramatically change their gene
expression patterns, up regulating most of the genes encoding for respiratory chain,
oxidative phosphorylation and protein synthesis. We found that these changes correlate
with an increase in basal and maximal respiration, as well as in spare respiratory
capacity, which is accompanied by mitochondrial biogenesis pgc-Ta independent.
We also demonstrate that these changes are mediated by mTORC1 and reversed
by rapamycin, resembling the molecular mechanisms described for the non-chagasic
hypertrophic cardiomyopathy. The results of the present work identify that early during
infection, the activation of mTORC1, mitochondrial biogenesis and improvement in
oxidative phosphorylation are key biochemical changes that provide new insights into
the host response to parasite infection and the pathogenesis of chronic chagasic
cardiomyopathy. The finding that this phenotype can be reversed opens a new
perspective in the treatment of Chagas disease, through the identification of host
targets, and the use of combined parasite and host targeted therapies, in order to
prevent chagasic cardiomyopathy.

Keywords: Chagas disease, chronic chagasic cardiopathy, host-pathogen, early response to infection,
mitochondrial function

INTRODUCTION

Chagas disease, caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, remains a major public
health problem in Latin America (Bonney, 2014) and more recently has emerged in historically
non-endemic regions such as the United States, Canada, Western Europe, Japan, and Australia,
due to widespread immigration (Coura and Vinas, 2010; Dumonteil et al., 2012; Bonney, 2014).
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The parasite penetrates the host through a skin lesion, by contact
with mucous tissue, or by ingestion, vertical transmission or
transfusion (Coura and Vinas, 2010; Coura, 2015; Meymandi
et al, 2017), and is capable of infecting different types of
cells, including epithelial and smooth muscle cells, fibroblasts,
macrophages, and cardiomyocytes (Fernandes and Andrews,
2012). Clinically, after acute phase that usually resolves
spontaneously in 2-4 months, patients remain chronically
infected if untreated (Dias et al., 1956; Rassi et al., 2010), and
about 30% of them develop chronic chagasic cardiomyopathy
(CCC) (Fernandes and Andrews, 2012; Lewis and Kelly, 2016),
where the apical aneurysm of the left ventricle constitutes the
hallmark of the disease (Matta Guedes et al.,, 2012; Perez-
Molina et al.,, 2015). At the molecular level, the pathogenesis
of CCC remains unclear, since it is a multi-factorial disease
where both the direct effect of the parasite and the host
immune responses contribute to the progressive cardiac damage.
In the initial stages of the infection, the parasite-endothelial
interactions are among the first to occur (Tanowitz et al,
2009), and it has been proposed to be responsible for T. cruzi
induced vasculitis (Morris et al., 1990; Rossi and Bestetti, 1995;
Rossi and Ramos, 1996), whereas during the chronic phase,
infection of cardiomyocytes becomes relevant, and the disease
shows a continuous progression from cardiomyocyte destruction
to substitution with fibrosis and compensatory hypertrophy,
leading finally to cardiac dilatation (Pereira Barretto et al., 1986;
Machado et al., 2012). Simultaneously, the prolonged stimulation
of inflammatory responses also contributes to myocarditis,
fibrosis, hypertrophic cardiomyopathy (HCM), and then to
dilated cardiomyopathy (DCM), with consequent heart failure
that can even lead to death (Higuchi et al., 2003).

Transcriptomics studies have shown that in the context of
heart disease, CCC has molecular signatures which differentiate
it from DCM, such as immune responses, lipid metabolism, and
mitochondrial oxidative phosphorylation pathways, selectively
up-regulated in myocardial tissue of patients with CCC,
when compared with DCM (Cunha-Neto et al., 2005). The
expression profiles of myocardial tissues from patients with
HCM, a critical step in the progression of CCC, showed
that a high number of genes related to protein synthesis
and oxidative phosphorylation pathways were up-regulated
(Yang et al, 2015), whereas Udoko et al. (2016) found a
set of fibrotic-associated genes regulated early during the
infection process in human cardiomyocytes (Udoko et al.,
2016). T. cruzi infection assayed in murine cardiomyocytes
(in vitro and in vivo) showed that hundreds of genes were
differentially expressed in response to the infection, most of them
related to inflammation processes, immune response, oxidative
phosphorylation, and cytoskeleton organization (Garg et al.,
2003; Vyatkina et al., 2004; Mukherjee et al., 2008; Goldenberg
et al., 2009; Manque et al.,, 2011). It is noteworthy that most
of the gene profiling studies in the context of CCC were
performed in murine models and in addition, the initial stages
of T. cruzi infection in human cardiomyocytes remains poorly
understood.

Different works found the activation of AKT in T. cruzi
infected cells (Chuenkova et al., 2001; Woolsey et al., 2003),

and perturbations in the host mTORC1 pathway were also
described in T. cruzi infected HeLa (Caradonna et al., 2013) and
macrophages (Rojas Marquez et al., 2018) cells. The PI3K/AKT
pathway, can lead to the phosphorylation of the serine/threonine
mTOR kinase which then can form the mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORCI). This complex is sensitive to
rapamycin treatment and its activation leads to phosphorylation
of different substrates including eukaryotic translation initiation
factor 4E (eiF4E)-binding proteins (4E-BPs), and ribosomal
protein S6 kinases (S6K). The phosphorylation of these substrates
can stimulate protein synthesis (Morita et al., 2015). Particularly
the phosphorylation of 4E-BP1 has been associated with an
increase in mitochondrial activity and biogenesis (Morita et al.,
2013).

In this work we analyzed the early response of primary
human cardiomyocytes to T. cruzi infection, and we found
that soon after infection hundred of genes were up-regulated.
Pathway analysis revealed the up regulation of genes belonging
to mitochondrial energy metabolism and protein synthesis
(further confirmed at the metabolic and cell level), via
m-TORCI1 activation, resembling molecular mechanisms of
evolution to cardiac hypertrophy. Together, these results suggest
that early T. cruzi infection induces metabolic modeling of
cardiomyocytes, which may contribute to heart damage in
Chagas disease.

MATERIALS AND METHODS

Cell Cultures, Parasites, and Infection
Assays

Human primary cardiomyocytes (Celprogen) derived from adult
cardiac tissue were grown in Human Cardiomyocyte primary
Cell Culture medium (Celprogen) supplemented with 10% (v/v)
heat inactivated fetal bovine serum (FBS) (Gibco-BRL) at 37°C in
a 5% CO, atmosphere. Dm28c¢ T. cruzi strain of TcI lineage was
used throughout this work (Contreras et al., 1985). For infection
assays, semi-confluent cardiomyocytes were infected with cell-
derived trypomastigotes (10:1 parasite: cell ratio), centrifuged for
5 min at 1500 rpm, and incubated for 2 h to allow invasion, at
37°C, 5% CO; in the cardiomyocyte medium without serum.
After the interaction period, parasites were removed, and cells
were washed 5-times with PBS and incubated with complete
cardiomyocyte medium. Cell samples were taken at 0, 3, 6,
and 12 h after the interaction period henceforth named fo, t3,
ts, and t1y, respectively. In some cases, samples were taken
24 and 48 h post-interaction period. To examine the effect of
mTOR inhibition on T. cruzi invasion and cellular response, cells
were first incubated with 2.5 WM rapamycin (Sigma) for 24 h,
washed, and then used for infection assays as described above.
Resazurin (Sigma) reduction was used to evaluate the viability of
the cells treated with rapamycin, as described by O’Brien et al.
(2000).

The Primary Umbilical Vein Endothelial Cells (Huvec) were
purchased from ATCC, culture in a specific Vascular Cell
Basal Medium (ATCC) supplemented with the Endothelial Cell
Growth Kit-BBE (ATCC).
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RNA Extraction and Gene Profiling

Total RNA was isolated with Direct-zol RNA MiniPrep kit
(Zymo) as described by the manufacturer, and treated with
RNase-free DNase to remove contaminating DNA. Total RNA
samples were quantified in a NanoDrop spectrophotometer
(NanoDrop Technologies). RNA quality was assessed with
Agilent 2100 Bioanalyzer, and only samples with RIN (RNA
integrity number) above 7 were used. Microarray analysis was
performed by using a Human Gene Expression 8x60K v2
Microarray (Agilent) in a one-color design. Briefly, 200 ng of
total RNA was reverse-transcribed into ¢cDNA, and this was
transcribed into cRNA and labeled using the Low Input Quick
Amp Labeling Kit, One-color (Agilent Technologies). The labeled
cRNA was purified with Illustra RNAspin Mini Isolation kit
(GE Healthcare, United States). The quality of each cRNA
sample was verified by total yield and specificity calculated
based on NanoDrop ND-1000 spectrophotometer measurements
(NanoDrop Technologies, United States). Then, we proceeded
with the hybridization, washing and assembling of the chips
according to the protocol specified by Agilent. The slides were
scanned using an Agilent microarray scanner G2565BA at default
settings for all parameters. We used Agilent Feature Extraction
(version 9.5.1) for quality control, data filtering, and data
normalization. Three biological replicates were performed for
tp and t3 time-points, and two each for g and f1, time-points.
Data processing was performed using GeneSpring GX software
package (version 12.0, Agilent Technologies). Genes significantly
up- and down-regulated were identified by the ANOVA-test with
a p-value of 0.01 and a Benjamini-Hochberg false discovery rate
correction for multiple testing.

Quantitative RT-PCR

cDNA was synthesized by reverse transcription using the
SuperScript IT Reverse Transcriptase (Invitrogen) with Oligo(dT)
primers and 500 ng of total RNA added as a template. Primer
sequences and expected product length of amplicons are listed
in Supplementary Table S1. Most of the primers span an exon-
exon junction to avoid DNA amplification. Real-time reactions
were performed using 5 WL SybrGreen (KAPA SYBR FAST
Universal 2X qPCR Master Mix, Kapa Biosystems), 200 nM of
forward and reverse primers, and 1 WL of a 1/5th dilution of
cDNA, in a final volume of 10 pL. Samples were analyzed in
duplicate in an Eco Real-Time PCR System (Illumina). Standard
amplification conditions were 3 min at 95°C and 40 cycles of
15 s at 95°C, 30 s at 58°C, and 30 s at 72°C. After each PCR
reaction, the corresponding dissociation curves were analyzed
to ensure that the desired amplicon was being detected and
to discard contaminating DNA or primer dimers. Also agarose
gels electrophoresis and Sanger sequencing were done in some
cases (Idhb, mdh2, rps10, and pgc-la) to verify the expected
PCR product. The threshold cycle (CT) value for each gene
was normalized to gapdh, calculating the ACt for each gene
in all samples 2-3 replicates of control and infected cells at
different hours post interaction (hpi). The comparative CT
method (AACt method) was used to determine the relative
quantity of the target genes, and the fold change in expression

was calculated as 2722 Cf, For measurement of mtDNA, total
DNA was extracted with DNAzol kit (Invitrogen). mtDNA
levels were measured by a real-time, quantitative PCR using
specific primers for the fragment 7122-7285 of the mitochondrial
genome RN39 (Sequence ID: MF681706.1). Amplification of
mtDNA was measured using the Kapa SYBR fast master mix
(Kapa Biosystems), and was expressed relative to the nuclear
B —actin gene, using the A ACt method (Livak and Schmittgen,
2001).

Western Blot and Immunofluorescence

Assays

Polyclonal antibody against 4EBP1 (#9452) and monoclonal
antibodies against mTORC1 (#2983), phospho-mTOR (#5536),
p70S6K  (#2708), phospho-p70S6K (#9234), phospho-4EBP1
(#9452), AKT (#4685), phospho-AKT (#2965) phospho-AKT (ser
473) (#4060) were purchased from Cell Signaling Technology.
GAPDH antibody was purchased from Sigma. T. cruzi protein
extracts (20 pg) were loaded and a 12% polyacrylamide gel
(SDS-PAGE) were run under reducing conditions and electro-
transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare).
Membranes were blocked in 5% non-fat dry milk in TBS
for 16 h at 4°C or 1 h at room temperature. After washing
with TBS containing 0.1% Tween 20 (TBST), membranes were
incubated with an 1/1000 dilution of antibodies in 5% Bovine
Serum Albumin (BSA) (Sigma) in TBST overnight at 4°C,
washed and incubated with peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit or anti-mouse secondary antibody (Sigma). The signal
was developed with Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific).

For indirect immunofluorescence (IIF), harvested and washed
cells were fixed with 4% paraformaldehyde, and permeabilized
and blocked with 0.5% saponin/4% BSA in PBS. Slides were
incubated for 1 h with anti-Cyt C antibody (Abcam), diluted
1:100 in 0.5% saponin/4% BSA in PBS. After three washes
with PBS-0.5% saponin, slides were incubated with ALEXA-
488 conjugated goat anti-mouse IgG (1:1000 dilution, from
Invitrogen), and washed 3 times with PBS-0.5% saponin.
Finally, slides were mounted with Prolong antifade with
DAPI (Invitrogen), and visualized under an Olympus IX
81 microscope coupled to a Hamamatsu Orca-ER camera
(Diagnostic Instruments).

Bioenergetic Profiling of Human
Cardiomyocytes

The oxygen consumption rates (QO;) and proton production
rates (PPR) were measured by using a Seahorse Bioscience XF24
Flux Analyzer (Seahorse Bioscience). For this, cardiomyocytes
were seeded (5 x 10* cells/well) and incubated at 37°C
in complete media for 24 h before the experiment. The
culture media was changed 1 h prior to the assay to
unbuffered Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, pH
7.4) supplemented with L-glutamine (2 mM; Gibco), glucose
(5 mM) and pyruvate (1 mM). Oligomycin (inhibitor of ATP
synthase, complex V), FCCP (uncoupling agent) and a mix of
antimycin A (AA, complex III inhibitor) and rotenone (Rot,
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complex I inhibitor) were injected sequentially through ports
in the seahorse flux pack cartridges to final concentrations of
2.0, 1.0, and 1.0 uM, respectively. After subtracting the non-
mitochondrial respiration (oxygen consumption in the presence
of AA-ROT) from each data, QO, were normalized against cell
counts and reported as pmol O,/min/10? cells. Basal respiration,
maximal respiration (QO, in the presence of FCCP), spare
respiratory capacity (QO, with FCCP- basal QO;), and the
respiratory control ratio (RCR, QO, with FCCP/QO, with
oligomycin) were then calculated. Five replicates per condition
were analyzed in each plate assay, and at least three independent
experiments were performed.

To analyze glycolytic function, cells were cultured as
above without glucose and pyruvate. Then, glucose (10 mM),
oligomycin (1 pM) and 2-deoxy-glucose (100 mM) were added
sequentially. Oligomycin stops mitochondrial ATP synthesis and
shifts the energy production pathway to glycolysis, with the
subsequent increase in PPR revealing the cellular maximum
glycolytic capacity. 2-deoxy-glucose, a glucose analog inhibits
glycolysis by binding to hexokinase. To evaluate the f-oxidation
of endogenous fatty acids we used the inhibitor of carnitine
palmitoyltransferase, etomoxir (100 M, Sigma), which prevents
the formation of acyl carnitines, a step necessary for the transport
of fatty acyl chains from the cytosol to the mitochondria. The
QO, was measured as above after the addition of etomoxir in
infected and control cells. All experiments were performed three
times independently.

Oxidants Determination

Cells were incubated with T. cruzi and washed 2 h after, to
remove free parasites. 24 h later cells were washed with RPMI and
incubated with 100 LM (45 min at 37°C) 2'7’-dichloro-dihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA; Sigma); DCFH-DA oxidation
by reactive oxygen species (ROS) was analyzed by flow cytometry.

T. cruzi Infectivity Assays

Cardiomyocytes were treated with different concentrations (from
0.625 to 5 wM) of rapamycin (Sigma) for 24 h. Then the cells
were washed, plated and infected with $-galactosidase expressing
trypomastigotes at a ratio of 10 parasites to 1 cell. After 2 h of
infection, non-internalized parasites were washed out. After 48 h,
monolayers were washed and assays were developed using CPRG
as a B-galactosidase substrate as previously described (Faral-Tello
et al,, 2014), and quantified by measuring the absorbance at
570 nm using an ELx800 Universal Microplate Reader (BioTek
Instruments Inc., Winooski, VT, United States). Wells with no
drug were considered as the 100% of parasite replication.

Statistical Analysis

Statistical significance between two groups was estimated using
the unpaired Student’s t-test. Differences in the bioenergetic
profiles were calculated by XGe-96 software and GraphPad
Prism software, using one-way ANOVA and Students t-test
calculations. A p-value less than 0.05 was considered significant
in all cases.

TABLE 1 | Expression of energy metabolism associated genes.

Gene Complex/location Oh 3h 6h 12h
ATPSE Complex V 40.1 31.4 311 241
ATP6 Complex V 13.4 6.1 6.2 8.5
COXéc Complex IV 5.4 3.4 6.1 7.0
NDUFB4 Complex | 9.2 3.2 4.8 7.7
NDUFB8 Complex | 4.8 4.2 3.7 3.9
CYTB Complex Il 3.9 5.2 1.8 3.2
UQCRFSH Complex Il 5.0 1.8 21 3.7
LDHB Cytosolic 1.7 13.0 7.5 4.0
MDH2 Mitochondrial 7.9 10.2 6.5 10.7

The values represent the Fold changes (Fc) of infected vs. control cells obtained
with the Agilent microarray experiment (o < 0.01 and Fc > 2).

RESULTS

Energy Metabolism and Protein
Synthesis Related Genes Are Strongly
Up-Regulated in Response to T. cruzi

Infection

The effect of T. cruzi infection on gene expression in human
primary cardiomyocytes was investigated at 0 h (invasion phase),
3 h (intra-phagosomal amastigotes in the non-replicative phase),
6 h (release of amastigotes to host cytoplasm) and 12 h
(cytosolic amastigotes, replicative phase) post-interaction. Cells
incubated for similar number of hours without T. cruzi were
used as controls. Genes showing at least a twofold change in
their expression and a 99% probability of being differentially
expressed (p < 0.01) were considered (Supplementary Table S2).
Our data showed that more than 290 genes were up-regulated
in response to T. cruzi infection whereas less than 25 genes
were down-regulated (Figure 1A). The hierarchical clustering of
the differentially expressed genes clearly discriminated between
control and infected cardiomyocytes (Figure 1B). More than 250
genes were up-regulated in expression in infected cardiomyocytes
at 0 h post-interaction phase, and a majority of these remained
up-regulated (Figure 1Ca) and only 3 remained down-regulated
(Figure 1Cb) with progression of infection phase. Gene
Ontology and pathway analysis showed important changes
in the expression of genes related to protein synthesis and
energy metabolism, mainly electron transport chain, oxidative
phosphorylation and Krebs cycle, were significantly increased in
expression in infected cardiomyocytes (Table 1 and Figure 2A).
Representative genes of each pathway were further confirmed by
real time PCR (Figure 2B). We also did an expression kinetic
analysis for some of the genes related to energy metabolism,
(mdh2, Idhb, and ndufb4) finding that they were overexpressed
between 0 and 24 hpi (Figure 2C).Together, the results presented
in Figure 2, and Table 1 indicate that cardiomyocytes respond to
T. cruzi invasion with an immediate increase in the expression
of genes related to mitochondrial oxidative metabolism, and
this increase in oxidative metabolic gene response is maintained
during parasite replication within the infected cardiomyocytes.
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FIGURE 1 | Differential gene expression in response to Trypanosoma cruzi infection. (A) Comparative expression at times 0, 3, 6, and 12 hpi (fold change > 2;
p < 0.01). (B) Hierarchical clustering of the differentially expressed genes. (C) Venn diagrams comparing (a) up-regulated and (b) down-regulated genes from
infected vs. control cardiomyocytes at the different times post infection.
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Increased Cardiomyocyte Mitochondrial
Energy Metabolism as an Early

Response to T. cruzi Infection

To determine how the changes in gene expression impact
the metabolic profile of infected cardiomyocytes, we evaluated
oxidative energy metabolism by using the extracellular flux
analyzer technology. Infected and control cardiomyocytes were
cultured in un-buffered DMEM in the presence of glucose,
pyruvate and glutamine, and the QO, was measured after the
sequential addition of oligomycin (inhibitor of ATP synthase,
complex V), FCCP (uncoupling agent) and a mix of antimycin
A (AA, complex III inhibitor) and rotenone (Rot, complex
I inhibitor). As indicated in material and methods the basal
respiration can be derived by subtracting to the initial OCR
the non-mitochondrial respiration. The maximal respiratory
capacity is derived by subtracting non-mitochondrial respiration
from the FCCP rate and the spare capacity is calculated by
subtracting basal respiration from maximal respiratory capacity.
No significant differences were observed in QO; between normal
vs. infected cells at 6 hpi, whereas by 24 hpi, cardiomyocytes
exhibited a substantial increase in QO of respiration (Figure 3).
As early as 17 hpi, the basal and maximal QO; as well as
the spare respiration capacity were significantly increased in
infected cells as compared to that noted in matched, control
cardiomyocytes (Figure 3B). In order to evaluate if these
changes corresponded to a general response to T. cruzi infection,
we performed the same assay in previously studied HeLa
cells (Chiribao et al, 2014) at 24 hpi, and no significant
differences were observed in QO2 values (Supplementary
Figure S1).

We then studied the contribution of glycolysis to the
enhanced respiratory activity, through measurements of QO
and PPR when glucose was added as the only exogenous
energy carbon source, in the presence or absence of 2-deoxy
glucose (2DG). No significant differences in the glycolytic
capacity of control and T. cruzi infected cardiomyocytes were
observed (Figures 4A,B). Finally, to evaluate the oxidation
of endogenous fatty acids as energy source, we compared
mitochondrial QO; in the presence or absence of etomoxir and,
as for the glycolytic pathway, no differences were observed
in the capacity of fatty acid oxidation (Figures 4C,D).
Together, these results suggest that the cardiomyocytes
respire more to support the electron transport chain linked
oxidative phosphorylation in response to infection by
T. cruzi.

T. cruzi Infection Induces Mitochondrial
Biogenesis in Human Cardiomyocytes

We next determined if the increase in the QO, in infected
cardiomyocytes could be related to mitochondrial biogenesis.
For this purpose we compared a specific DNA region of
the mitochondrial genome relative to a nuclear gene (see
section “Materials and Methods”), and we found a sixfold
increase in mitochondrial DNA in infected cardiomyocytes
(Figure 5A). Mitochondrial biogenesis was further explored
by immunofluorescence microscopy using anti-cytochrome

C antibody, and the results clearly evidenced an increase
in the mitochondrial content (Figures 5B,C). Interestingly,
we observed the presence of ring-like donut mitochondria
in infected cardiomyocytes, which could be associated to
a mild increase in mitochondrial oxidant generation (Liu
and Hajnoczky, 2011; Ahmad et al, 2013). To elucidate
whether cellular oxidants were increased in infected
cardiomyocytes, we used the DCFH-DA probe (detects
intracellular ROS), and we found a twofold increase in
the relative intensity of DCF fluorescence (Figure 5D).
Finally, since PGC-la is described as a regulator of
mitochondrial biogenesis (Fernandez-Marcos and Auwerx,
2011), we compared its expression in infected and non-

infected cardiomyocytes, and no significant differences
were found (Figure 5E). These results suggest that
cardiomyocytes infected by T. cruzi increase the PGC-

la independent mitochondrial biogenesis to support the
increased oxidative respiration and consequent increase in ROS
production.

When HeLa cells were analyzed, no changes at the mtDNA
level were found (Figure 5A). We also evaluated infected
HUVEC cells, in order to include another primary human
cell in the assay, and no changes in mtDNA content were
observed (Figure 5). Taken together these results indicate that
mitochondrial biogenesis probably constitutes a cardiomyocyte
specific response to T. cruzi infection.

Activation of the AKT/mTORC1 Signaling
Pathway in Infected Cardiomyocytes

In addition to an increase in mitochondrial energy metabolism,
several of the genes related to protein synthesis were also
up-regulated in cardiomyocytes during early infection phase
(Figure 2 and Supplementary Table S3). This observation led
us to hypothesize that mTORCI1, an AKT dependent signaling
cascade that coordinates both mitochondrial activity and protein
synthesis (Laplante and Sabatini, 2009), might be activated in
infected cardiomyocytes. We therefore evaluated the activation
of mTORC1 pathway by studying the phosphorylation state of
different members of this cascade. Our data showed that at
24 hpi, AKT/mTORC1 cascade was activated, as evidenced by
the higher levels of phospho-AKT, phospho-mTOR, phospho-
4EBP1, and phospho-p70S6 kinase in infected (vs. control)
cardiomyocytes (Figure 6). To test if mMTORCI activation was
involved in mitochondrial bioenergetics increase, we treated
the infected cardiomyocytes with rapamycin (specific inhibitor
of mTORC1). We first confirmed that rapamycin inhibits
mTORCI phosphorylation in our experimental conditions
(Figures 7A,B). We then measured the oxygen consumption
rate, and found that treatment with rapamycin inhibited the
T. cruzi induced increase in the maximal respiration and spare
reserve capacity in infected cardiomyocytes, and infected cells
exhibited similar levels of respiration as was noted in controls
(Figure 7C). Moreover, the relative increase in mtDNA content
observed in infected (vs. normal control) cells was subsided
when infected cardiomyocytes were treated with rapamycin
(Figure 7D).
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Finally, we analyzed whether treatment with rapamycin affects
the infection, and we did not find significant differences in
the burden of intracellular amastigotes in the presence of the
drug (Figure 7E). Rapamycin treatment did not affect the
viability of the cells (Supplementary Figure S2A) and did
not inhibit mTORC2 (Supplementary Figure S2B) in these

conditions.

DISCUSSION

Chronic cardiomyopathy is the most severe manifestation
of Chagas disease (Rassi et al, 2017). In the heart T. cruzi
is able to infect a wide variety of cells including endothelial
cells, smooth muscle cells, fibroblasts, and cardiomyocytes
(Mukherjee et al, 2004). It has long been demonstrated
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through histological analysis of biopsies, that morphological
changes in cardiomyocytes such as myofiber hypertrophy,
had a good correlation with the clinical manifestation and
severity of heart disease (Higuchi et al, 1987; Higuchi,
1995). In the present study we found that T. cruzi
remodeled the global pattern of gene expression in human
cardiomyocytes, by up-regulating hundreds of genes immediately
after infection, being mitochondrial energy metabolism
and protein synthesis the most up-regulated pathways.
When similar experiments were performed on HeLa cells
(Chiribao et al., 2014), a completely different landscape
was found: the most up-regulated pathways were related to
immune/inflammatory responses, indicating that T. cruzi is
able to remodel host gene expression through cell type-specific
programs.

We found here an increase in basal and maximal respiration,
as well as in spare respiratory capacity, which is accompanied
by mitochondrial biogenesis. Remarkably, our transcriptomics
results significant differ from previous studies in murine

cardiomyocytes. Manque et al. (2011) found that the most
up-regulated pathways in the early infection were related to a
inflammatory response, whereas mitochondrial energetic related
genes did not change significantly. Also by using murine
cardiomyocytes a decrease in oxidative phosphorylation was
reported (Vyatkina et al., 2004; Estrada et al., 2018). However,
our results are in agreement with gene profiling studies on
human heart biopsies. Indeed, comparison between patients
whit CCC and DCM showed that CCC and not DCM, is
characterized by an up-regulation of genes involved in oxidative
phosphorylation and proton transfer chain, and both diseases
exhibit up-regulation of protein synthesis related genes (Cunha-
Neto et al., 2005). Furthermore, a similar analysis comparing
myocardial tissues from HCM vs. healthy patients showed
that the most altered pathways were protein synthesis and
oxidative phosphorylation (Yang et al., 2015). Remarkably, the
two HCM molecular marker genes matrix metalloproteinase
1 (mmpl) (Miura et al., 2003), and Atrial Natriuretic Peptide
(nprl) (Zoccali et al, 2001) were up-regulated in response
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to infection (see Supplementary Table S2). These results to infection contributes to molecular basis of Chagas heart

suggest that the model used in this work may be adequate disease.

for studying molecular mechanisms of pathogenesis, and The AKT dependent mTORC1 pathway regulates
that cardiomyocyte gene expression remodeling in response mitochondrial activity and biogenesis, as well as protein
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synthesis (Zoncu et al, 2011; Roux and Topisirovic, 2012;
Morita et al., 2013, 2015; Nandagopal and Roux, 2015). Since
most of the ribosomal proteins and translation factors coding
genes were induced upon infection, we hypothesized that
mTORCI was at the basis of these changes, and we clearly
showed its activation, whereas mT'ORC2 remained unchanged
in both conditions. The direct implication of mTORCI was
further demonstrated by the use of rapamycin: the presence
of the drug abolished the differences between infected and
non-infected cells, both at the metabolic level and mtDNA
content. Changes in host mTOR related pathways in response
to T. cruzi infection have been already described in other cell
lines such as HeLa (Caradonna et al., 2013) and macrophages
(Rojas Marquez et al, 2018). However, the consequences
of this activation are different depending on the cell type,
which reinforces the concept of the infection plasticity of
this parasite, which is not only able to infect almost any
kind of cells but also, by inducing similar pathways, each
cell or tissue has specific signal transduction hallmarks.
In fact, we further confirmed that neither HeLa cells nor
primary HUVEC cells showed a mitochondrial biogenesis
phenotype. As mentioned, mitochondrial biogenesis was found
to be directly related to mTOR activation: when cells were
incubated with rapamycin the mtDNA content in infected
cells vs. controls did not differ, and correspond to a pgc-
Ia independent mechanism of mitochondria biogenesis,
previously described (Morita et al, 2013). It is noteworthy
that parasite burden did not change in presence of rapamycin,
which suggests that increase in oxidative respiration and

subsequent increase in ROS production do not seem to
constitute a host defense mechanism, but a side effect
that damages the cardiomyocytes, leading to a pathological
phenotype (Gupta et al., 2009; Roux and Topisirovic, 2012).
Interestingly, reversion of the pathological phenotype by
rapamycin draws our attention about host-targeted therapies
in Chagas disease, where most of the efforts have been oriented
to the parasitological cure. However, since its most severe
manifestation is heart damage, which take years to manifest
clinical signs, the understanding of molecular mechanisms of
pathogenesis of CCC may allow to identify potentially new
targets in the hosts, for developing new therapeutic strategies
of combined treatment focused toward both parasitological
and clinical cure. Similar strategies are already being assayed
in other intracellular and persistent pathogens, as for example
Mycobacterium tuberculosis (Jayachandran et al., 2012; Tomioka,
2014).

In conclusion, a key finding of this work is the ability
of T. cruzi to induce an mTORCI mediated increase in
respiration and mitochondrial content, immediately after
infection of human cardiomyocytes. This altered phenotype
resembles the main differences found between HCM vs.
normal cardiac tissues, and CCC vs. DCM, which lead us to
propose that these changes are at the basis of the molecular
mechanism of pathogenesis in CCC. The finding that the
drug rapamycin can revert this phenotype opens a promising
perspective in the treatment of Chagas disease: the use of
combined and complementary parasite and host targeted
therapies.
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), vs. the same cells treated with rapamycin for 24 h before the infection (CR, IR). (B) Densitometric analysis of two independent experiments showing p-p70S6k
protein expression normalized against the non-phosphorylated protein in control cells (*p < 0.05). (C) Kinetic of Q02 response to oligomycin (2.0 pM), FCCP

(1.0 uM) and AA-ROT (1.0 uM each) in control and T. cruzi infected cardiomyocytes cells 24 hpi with and without Rapamycin treatment (2.5 WM for 24 h before
infection). Arrows indicates the injection of the different additions. Basal respiration (no drug added) and maximal respiration (QO, after FCCP addition) with and
without the rapamycin treatment were calculated. Each data point represent the mean & SEM n = 5. *p < 0.05. (D) Relative fold changes of the mtDNA gene
relative to the nuclear gene beta actin in infected cardiomyocytes (l), infected cardiomyocyte treated with rapamycin (2.5 wM) 24 h before infection (IR), and controls
treated with rapamycin (2.5 wM) (CR) versus control cells at 24 hpi (C). Values are the mean of three biological replicates + SEM (***p < 0.0002). (E) Percentage of
amastigote replication and trypomastigote infection in comparison with an untreated control (100%). Cardiomyocytes were treated with different rapamycin
concentrations for 24 h, washed and infected with T. cruzi. Each point of the curve represents the mean =+ standard deviation of three independent experiments.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cellular infection assays constitute essential tools to understand host-pathogen interactions, particularly for
Trypanosoma cruzi intracellular microorganisms that are produced in cell lines are needed to propagate the microorganism. In this
Transcriptomics work, we demonstrate that RNA derived from Vero cells is an important contaminant to consider in order to

Vero cells derived trypomastigotes
RNA contamination
Host-Pathogen interaction

avoid false positive results in transcriptomic experiments. We study the cross-contamination on a Trypanosoma
cruzi cell infection model, the etiological agent of Chagas disease. We implemented the most frequently used
trypanosome-purification protocols and, for all of them, we detected RNAs derived from Vero cells in trypo-
mastigote extracts. For some of the protocols we also detected Vero RNAs in infected human cells. We also found
this type of contamination in microarray experiments of human samples infected with T. cruzi. Concerning
Illumina RNA-Seq data, we found that the contamination with Vero cells is probably introducing spurious re-
sults. Finally, we recommend a protocol to purify trypomastigotes, which showed a high percentage of trypo-
mastigote recovery and the absence of Vero contamination in infected human samples. Avoiding this type of
contamination should be an important factor to consider during experimental design, in order to minimize false
positive results in transcriptomic studies as well as RNA contamination in vaccine production.

Significance: Transcriptomic studies are widely used to understand host-pathogen interactions. When the pa-
thogen is an intracellular microorganism, an additional mammalian cell system can be needed to propagate it. In
this work we demonstrate that pathogens purified from infected monolayers can carry RNAs from these mam-
malian cells, and that this ambient RNA contamination is probably producing false positive results in subsequent
transcriptomic studies performed with qRT-PCR, microarrays or Next Generation Sequencing.

1. Introduction around 4-6 days after Vero infection. After invasion, parasites undergo

differentiation into replicative amastigotes and differentiate again into

Vero cells, derived from Chlorocebus sabaeus (African green monkey)
[1], constitute one of the most common mammalian cell lines used in
research, particularly in host-pathogen interaction studies. They are
extensively used in virology, bacteriology and protozoology, for pro-
ducing the target pathogen [2]. In addition, they are used in vacci-
nology for the production of both live and inactivated viral vaccines
[3,4]. For both host-pathogen interaction experiments and viral vac-
cines production, it is important to consider the possible contamination
with DNA, RNA or cell debris coming from the cell line used for the
microorganism propagation. An example is the production of trypo-
mastigotes, the infective stage of the parasite Trypanosoma cruzi, the
etiological agent of Chagas disease. Vero cells are usually used for this
purpose [5], with Vero-derived trypomastigotes (VDT) being obtained

trypomastigotes, which are released after cell lysis to the medium.
Then, these VDT can be used for infection assays on different types of
host cells. One aspect that is of particular interest in understanding
host-pathogen interactions, is the study of host gene expression changes
in response to parasite infection, mainly performed by quantitative RT-
PCR (qRT-PCR) of specific genes [6-8], or transcriptomic profiling with
high-throughput technologies such as microarrays [9-13], and Next
Generation Sequencing (NGS) [14-16]. These techniques require an
amplification step of the cDNA or cRNA, implying that low levels of
contamination can be amplified together with the target sequences. In
qRT-PCR, 35-40 amplification cycles are normally done, increasing the
possibilities that even trace amounts of RNA can end up causing false
positive results [17]. In microarray experiments, the cRNA is also
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amplified at least 100 times (e.g. in the Agilent Low Input Quick Amp
Labeling Kit protocol), and for Illumina NGS library preparation, an
amplification step with few cycles is also needed (e.g. 15 cycles for
TruSeq RNA protocol).

In order to address the possible impact of cross-contamination of
cells used to propagate the pathogen in transcriptome host-pathogen
interaction studies, in this work we analyzed mammalian cells infected
with T. cruzi, after using Vero cells to propagate the parasite. We de-
monstrate that contamination exists and that it can generate false po-
sitive results in qQRT-PCR and microarray experiments of human cells
infected with VDT. Additionally, we compared six different purification
protocols of VDT in order to determine which protocol minimizes RNA
contamination. Finally, in order to understand the impact of this con-
tamination in the context of Illumina RNA-Seq data, we calculated
pairwise-sequence divergences between human and Vero (C. sabaeus)
genomes, as well as additional target mammalian species (other pri-
mates, rodents, rabbits and a marsupial) that could alternatively be
used to propagate trypomastigotes.

2. Methods
2.1. Vero cell-derived trypomastigotes

Six different protocols to purify trypomastigotes were used. In all
cases, trypomastigotes were collected from supernatants of infected
monolayers of Vero cells:

P1 - Cell pre-centrifugation: trypomastigotes were separated from
cellular debris by low speed centrifugation (500 x g) for 10 min.
Then, the parasites were isolated from the supernatant by a second
centrifugation at 1500 X g for 10 min.

P2 - Swimming up: trypomastigotes were pelleted by centrifugation
(1000 X g, 10 min) and collected from the supernatant after swim-
ming up from the pellet over 2-4 h at 37 °C.

P3 - One wash: trypomastigotes were collected by centrifugation at
1500 X g for 10 min and washed once with PBS.

P4 - Three washes: parasites were centrifuged at 1500 X g for 10 min
and washed three times with PBS.

P5 - Filtered: the parasites were filtered through a 3 pm pore size
membrane (Millipore). The collected fraction was centrifuged at
1500 X g for 10 min.

P6 - No wash: trypomastigotes were collected from supernatants of
infected monolayers of Vero cells and centrifuged at 1500 X g for
10 min.

In all the protocols, after the final centrifugation the parasites were
resuspended in Human Cardiomyocyte Cell Culture Medium
(Celprogen).

2.1.1. Cell culture infection assays

Human primary cardiomyocytes (HPC) (Celprogen) derived from
adult cardiac tissue were grown in Human Cardiomyocyte Cell Culture
Medium (Celprogen) supplemented with 10% (v/v) heat inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Gibco-BRL) at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.
Semi-confluent cardiomyocytes were infected with Dm28c VDT (pro-
duced following protocols P1 to P6) at a ratio of ten parasites per cell in
cardiomyocyte medium without FBS, centrifuged for 1 min at 500 x g
to facilitate interaction, and incubated at 37 °C and 5% CO,, for 1, 5, 10,
15 and 30 min. Infections were washed with PBS, and RNA extraction
was performed with the Direct-zol RNA Miniprep kit (ZYMO RESEA-
RCH). In some cases, infections were incubated for 2 h, and non-in-
ternalized parasites were removed by two PBS washes and fresh Human
Cardiomyocyte Cell Culture Medium supplemented with 10% (v/v) FBS
was added. 24 h post infection (hpi) cells were washed with PBS and
RNA extraction was performed.
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2.2. qRT-PCR

cDNA was synthesized by reverse transcription using the
SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) with Oligo(dT) primers
and 250 ng of total RNA was added as a template. QRT-PCR reactions
were performed using 5 pL SybrGreen (KAPA SYBR FAST Universal 2 X
qRT-PCR Master Mix, KapaBiosystems), 200 nM of forward and reverse
primers, and 1 pL of a 1/5th dilution of ¢cDNA, in a final volume of
10 pL. Samples were analyzed in duplicate in an Eco qRT-PCR System
(Illumina). Standard amplification conditions were 3 min at 95 °C and
40 cycles of 15s at 95 °C, 30 s at 58 °C, and 30 s at 72 °C. After each PCR
reaction, the corresponding melting curves were analyzed to ensure
that the desired amplicon was being detected and to discard the pos-
sibility of contaminating DNA and primer dimers. In addition, agarose
gel electrophoresis and Sanger sequencing were done to confirm the
expected PCR product. The threshold cycle (Ct) value for each gene was
normalized to GAPDH in human samples and to Thioredoxin (TRX) in
T. cruzi samples, calculating the ACt for each gene in all samples (two to
three replicates in each case). The comparative Ct method (AACt
method) was used to determine the relative quantity of the target genes,
and the expression fold change was calculated as 2" [18]. Primer
sequences are listed in Supp. Table 1.

2.3. Sequence alignments

To study the similarity between human and C. sabaeus transcripts
for gas5 and atf4 genes, we used the sequences NM_001675.4 (atf4) and
NR_002578.3 (gas5) as queries for a BLASTN search [19,20] through
the available nucleotide collection database for C. sabaeus. BLASTN
parameters were maintained by default. The probes for the genes, de-
fined in the Human Gene Expression 8x60K v2 Microarray (Agilent)
(A_32.P230828, A _24P765053 and A_32P307211 for gas5 and
A 23 P120933, A_32 P187851 and A_23_P120941 for atf4) were also
searched in the C. sabaeus genome with BLASTN (default settings). The
human and C. sabaeus gas5 sequences (NR_002578.3 and XR_496592.1,
respectively) together with the gas5 sequence amplified from infected
HPC samples, were aligned with CLUSTALW [21] with default para-
meters.

To study putative cross-hybridization between microarray probes
and the Vero cell RNAs, the Agilent probes (60 nt length) present in the
Human Gene Expression 8x60K v2 Microarray (Agilent) and the
Affymetrix probes (25 nt lenght) present in the HG-U133_Plus 2.0 array
were aligned with bowtie v1.2.2 [22] to a composite genome index of
both human and green monkey references downloaded from Ensembl
release 98 [23]. The aligner was run allowing for up to 2 mismatches
(—v 2) in the case of Agilent probes, and 0 mismatch (—v 0) in the case
of Affymetrix probes, and reporting all primary and secondary align-
ments up to a maximum of 50 alignments per read (—a -m 50). The
remaining parameters were maintained by default. Given the SAM
output file, a custom perl script was used to classify the reads into three
categories: those aligning only to the human genome, those aligning
only to the C. sabaeus genome and those being mapped to both gen-
omes.

2.4. Pairwise-divergence estimation

Pairwise divergences were estimated between human (as the re-
ference sequence) and the following mammalian species: chimpanzee,
baboon, rhesus macaque, green monkey, marmoset, mouse, rat, chinese
hamster, guinea pig, rabbit and opposum (Supp. Table 2). Whole-
genome pairwise alignments where downloaded from Ensembl
Compara version 96 [24] as well as human gene annotation files. En-
sembl alignments are produced by alignment with LASTZ [25] and
post-processing of raw results by chaining of the original blocks ac-
cording to their location in both genomes. Then, a final netting process
is executed for selecting the best sub-chain in each region for the human



M.G. Libisch, et al.

reference [24-26]. MafFilter version 1.3.1 [27] was used to filter the
pairwise alignments and to calculate the divergence for each final
homologous block. The sequentially implemented filters and operations
consisted of: keep only alignment blocks that are homologous to the
human genes (given the Ensembl v96 human gene annotation); keep
alignment blocks that are longer than 250 nt; split blocks into 100 nt
windows; calculate pairwise divergence (percentage of observed mis-
matches) for each final window. The specific window size was chosen
because 100 nt is a standard length for transcriptomic reads obtained by
Mlumina sequencing. Summary statistics and plots of divergence dis-
tribution were calculated for random samples of 10,000 windows per
chromosome and per species pair using the R environment [28]. All
core human chromosomes were used in pairwise comparison to chim-
panzee while for the other taxa, only chromosome 1 and chromosome X
were assessed.

2.5. Statistical analysis

Statistical significance between two groups was estimated using the
unpaired Student's t-test. Statistical significance was assumed with
probability values less than or equal to 0.05.

3. Results
3.1. Evidence of RNA cross-contamination

To study whether Vero ¢cDNAs could hybridize to the human mi-
croarray probes (Human Gene Expression 8x60K v2 Agilent
Microarray), we aligned the probes to a composite H. sapiens and C.
sabaeus genome. We found that around 38% of the probes in the array
align to both human and C. sabaeus genome, indicating that cross-hy-
bridization is possible and, if Vero-derived RNA contamination hap-
pens, it could produce spurious results in the transcriptomic profiling.
In a previous work we reported a microarray analysis of T. cruzi-

Table 1
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infected HPC using the Agilent human array 8x60K_v2 [29]. Based on
this microarray dataset, we chose two genes, the transcription factor
atf4 and the long non-coding RNA gas5, to check for the presence of
cross-contamination. Both genes were inferred as differentially ex-
pressed between infected and non-infected HPC samples. As shown in
Table 1, the microarray includes three probes for each gas5 and atf4
genes. Two of the three probes for gas5 are specific for the human gene
while the other shows 95% of identity with the ortholog in C. sabaeus.
The three probes for atf4 share between 93 and 97% identity with C.
sabaeus ortholog. In each case, only one probe was determined as dif-
ferentially expressed, being the ones with the highest identity to the
Vero (C. sabaeus) orthologs.

To assess whether the differential expression of gas5 and atf4 con-
stituted a false positive result, we studied RNA levels for gas5 and atf4
genes in Vero cells, VDT extracts and in control and infected HPC cells
at very early times post-infection (1, 5, 10, 15 and 30 min), using pri-
mers able to amplify the transcripts from both species, Homo sapiens
and C. sabaeus (GAS5 and ATF4 H&V primers, Supp. Table 1). We found
that transcripts from these genes were detectable not only in infected
HPC (Fig. 1A) but also in Vero cells and VDT extracts (Fig. 1B). They
were not expressed either in non-infected HPC or in axenic epimasti-
gotes.

Using a BLASTN search (with the gas5 NR_002578.3 and the atf4
NM_001675.4 transcripts), we identified the atf4 and gas5 C. sabaeus
orthologs. By comparing the human and the C. sabaeus transcript se-
quences, we found that the first 795 bp of atf4 gene are absent in the C.
sabaeus gene annotation. Meanwhile, all four C. sabaeus gas5 annotated
transcripts share a missing fragment shorter than 60 bp. These differ-
ences allowed us to design new human specific atf4 and gas5 primers
(ATF4 H and GAS5 H, Supp. Table 1). We also designed gas5 primers
able to amplify these different 60 bp fragments in both species (GAS5
574, Supp. Table 1).

We found that while the H&V primers amplified the genes in the
infected cardiomyocytes, the human-specific primers did not, as shown

GASS5 and ATF4 probes in the Human Gene Expression 8x60K v2 Microarray (Agilent).

Probe name/ Aligns with C. sabaeus?
Human (H) probe Sequence (60bp) alignment to C. sabaeus (V) .
Reference sequence (% Identity)
GAS5
>A_32_P230828 */ [ CTAACTCAAGCCATTGGCACACAGGCATTAGACAGAAAGCT-GAAGTTGAAATGGTGGAGT
. 002 RN R R R R R R R AN RN RRRRRRRRRREERN Yes (95%)
NR_002578.3 ' ' ' '
- IV CTAACTCAAGCCATTGGCATACAGGCATTAGACAGAAAACTAGAAGTTGAAATGGTGGAGT
>A—32—P307211/ ATGCTTACAGCTAATGAACAGATGAAAAGCACTGTCCTTTTTTAAGTAAACACTACACAC No
NR_037605
> A_24_P765053/ No
ENST00000451607 AACCGCTCTGATGGTGGCACATGCCGAGTCACCCGAGTAAGCTATTGTTAAGGGCCGTGA
ATF4
A_23_P120933 *
ooz [ CRSSCRcs e et | e g
IV CAAGGCAAGGGGGAAGAAAAGGGTCCCCTAGTTGAGGGTAGTCAGGAGCGTCAGTGTGCT
A_23_P120941/ [H CAAGGCAAGGGGGAAGAAAAGGGTCCCCTAGTTGAGGATAGTCAGGAGCGTCAATGTGCT
NM_001675 I R A Yes (97%)
IV CAAGGCAAGGGGGAAGAAAAGGGTCCCCTAGTTGAGGGTAGTCAGGAGCGTCAGTGTGCT
A_32_P187851/ H TACTTTTGCTGCTACCATCTTCTCTCCAGGAGGATCGTAAGGTTTGGGACGGGCAGACCC
CU680155 FEUEEETTET TV T T it 1 Yes (93%)
IV TACTTTTGCTTCTACCATCTTCTCTCCAGGAGGGTCGTAAGGTTTGGGGCGGGCAGAGCC

*Denote the probes that appear as over-expressed in the infected HPC experiment.
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Fig. 1. Expression of gas5 and atf4 genes in HPC, Vero and VDT. A. Relative quantification using RT-qPCR of gas5 and atf4 transcripts with H&V primers at different
times post-infection (1, 5, 10, 15 and 30 min) in infected human primary cardiomyocytes (HPC) relative to the control at 30 min. GAPDH was used as housekeeping
gene. Values are means of two or three biological replicates = SEM. *p < .05. B. Relative quantification using RT-qPCR of gas5 and atf4 transcripts with H&V primers
in VDT (relative to epimatigotes-EPI) and in Vero cells (relative to non-infected cardiomyocytes -Ctrl). GAPDH and TRX were used as housekeeping genes for human
and T. cruzi samples, respectively. Values are means of two or three biological replicates + SEM. *p < .05. C. Melting curve analysis of gas5 and atf4 transcripts from
infected HPC amplified with GAS5 and ATF4 H&V primers (blue and green curves respectively), and with specific primers for human gas5 and atf4 genes (GAS5 H and
ATF4 H, orange and violet curves respectively). NTC: No template control. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to

the web version of this article.)

by the melting curve analysis (Fig. 1C). As a positive control, we am-
plified both genes in human fibroblast cells (HFF) using H primers
(Supp. Fig. 1A). By using the GAS5 574 primers, we showed that the
gas5 60 bp shorter transcript is detected in infected HPC (Supp. Fig. 2).
These results confirmed that the gas5 and atf4 transcripts that had been
found as differentially expressed in infected HPC actually derive from
Vero cells.

3.2. Comparison of different protocols for trypomastigotes purification

In order to avoid or minimize RNA cross-contamination, we com-
pared six different commonly used T. cruzi purification protocols,
through the determination of Vero (C. sabaeus) gas5 and atf4 RNA le-
vels. The highest RNA levels were found in VDT purified using the
protocol P6, followed by P3 and P4. The lower RNA levels were found
in VDT purified using protocols P1, P2 and P5. It is worth emphasizing
that none of the protocols were able to prevent the amplification of
both genes (Fig. 2A and Table 2). Gene amplification was not detected
when the human-specific primers for gas5 and atf4 were employed
(Supp. Fig. 1B). When HPC were infected with VDT coming from the
different protocols, we found that with P3, P4 and P6, both genes were
detected in the infected HPC 24 hpi. With P1, P2 and P5 we did not
found differential expression in respect to the control sample (Fig. 2B).
Additionally, we evaluated the percentage of trypomastigote recovery
per protocol (Table 2). For P1 and P2 the recovery was around 10%, for
P4 it was below 30%, whereas for the remaining protocols (P3, P5 and
P6) the recovery was above 50%. Looking at the contamination ratio

(mean % of VDT recovery divided the mean GAS5 and ATF4 quantifi-
cation) the P5 protocol shows the best ratio.

Finally, we studied whether Vero contamination in VDT changed
depending on the day that trypomastigotes were collected from su-
pernatants of infected monolayers of Vero cells. We purified VDT on the
first day that we observed trypomastigotes in the supernatant and in the
following five days. Half of the VDT were purified with the P5 protocol
and the other half using P6. When we analyzed the relative quantifi-
cation of the gas5 and atf4 genes, we always found that they were more
abundant when the P6 protocol was used, as shown in Fig. 2A. The
highest expression level for both genes was detected on the first day of
the trypomastigote collection (Fig. 2C).

3.3. Pairwise divergence and its impact on transcriptomic studies

Cell lines derived from primates of the Cercopithecidae family (like
Vero - C. sabaeus- and LLCMK2 —-Macaca mulatta- cells) are normally
used to propagate trypomastigotes [5], but the genome sequence si-
milarity between these species can lead to difficulties in discriminating
between RNAs coming from human or from the contaminating cell line.
As expected, given the comparative genomics data available (Supp.
Table 2.1), the production of trypomastigotes in cell lines derived from
taxa not so closely related to human would reduce the chances of
having a confounding effect as a consequence of contaminated trypo-
mastigote extracts. For example, identity in coding regions drops from
96% to 82-84% when the pairwise comparison involves a rodent in-
stead of a primate taxon as C. sabaeus (Supp. Table 2.1).
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Fig. 2. Evaluation of gas5 and atf4 presence in VDT and in infected HPC after trypomastigote collection following protocols P1 to P6. A. Relative quantification using
RT-qPCR of gas5 and atf4 transcripts with the H&V primers in P1-P6 VDT. The results were expressed in relation to the axenic epimastigote extract. TRX was used as
the housekeeping gene. Values are means of two or three biological replicates + SEM. * p < .05. B. Relative quantification using RT-qPCR of gas5 and atf4 transcripts
with the H&V primers in HPC infected with P1-P6 VDT 24hpi (INF P1-P6). The results were expressed relative to non infected cardiomiocytes (Ctrl). Values are
means of two or three biological replicates + SEM. *p < .05. C. Relative quantification using RT-qPCR of gas5 and atf4 transcripts with H&V primers in VDT extracts
purified following the P5 and P6 protocols at days 1, 2, 3, 4 and 6 after trypomastigotes were observed in the supernatant for the first time. The results were expressed
in percentage, in relation to the P5-1 sample. Values are means of two or three biological replicates =SEM. *p < .05, significant change of P6 vs P5 at the different

days post VDT collection.

Table 2

Relative quantification of gas5 and atf4 transcripts in P1-P6 VDT and percen-
tage of VDT recovery. The relative quantification of the gas5 and atf4 transcripts
amplified with the H&V primers, obtained with the different protocols relative
to epimastigote samples was done by qRT-PCR. In all the cases the mean + SEM
between two or four replicates were analyzed. The mean percentage of VDT
recovery obtained with the different protocols was calculated. The con-
tamination ratio was calculated as the mean % of VDT recovery divided by the
mean GAS5 and ATF4 quantification.

Protocol  GAS5 ATF4 Mean % of Contamination ratio
quantification quantification VDT
in VDT in VDT recovery
Epi 1.0 = 0.2 1.0 £ 0.1 - -
P1 12.0 + 0.7 46.0 = 2.1 11.1 + 1.6 0.38 += 0.09
P2 21.0 = 2.8 89.5 = 4.6 89 * 0.3 0.16 = 0.03
P3 74.0 £ 2.8 489.0 = 72.8 50.4 = 1.9 0.18 = 0.05
P4 435 * 1.8 379.0 = 56.6 29.7 = 0.6 0.14 = 0.04
P5 22,5 + 5.3 100.0 + 23.3 54.5 + 1.8 0.89 * 0.44
P6 77.2 = 2.0 632.5 = 26.5 814 x1 0.23 = 0.02

Nowadays, Illumina sequencing is the most frequent technology
used for the production of high-throughput transcriptomic data. To
better quantify the putative impact in RNA-seq data introduced by the
organisms where the trypomastigotes were grown, we estimated the
mean and dispersion values of pairwise divergence between human and
several mammalian species for chromosome X and chromosome 1
(Supp. Table 2.1), as well as the percentage of sampled windows where
the observed divergence was less than or equal to two (see Materials

and Methods). We chose this value because it is often used when
Ilumina transcriptomic reads are mapped to the human genome re-
ference (e.g. bowtie -v 2), meaning that these sequences could be in-
correctly aligned to the human genome contributing to false positive
results. We selected chromosome X because it is known to be well
conserved through different mammalian lineages [30-33] and the same
can be inferred from our analysis of all chromosomes for human-
chimpanzee pairwise alignments (Fig. 3A and Supp. Table 2.2). We
found that the mean pairwise divergence is about 5% between human
and cercopithecinae primates and increases to about 10% when the
comparison involves the marmoset. In the case of rodents and rabbit, it
increases between 22 and 28% and it rises to 30% with the opossum
(Supp. Table 2.3). Fig. 3B shows the probability density of divergence
values for all the chromosome X sampled windows analyzed. For cer-
copithecinae species there is about a 13% of windows with zero to two
pairwise differences to the human reference sequence which cannot be
ignored (Supp. Table 2.3). As previously mentioned, these sequences
would not be distinguishable from human sequences. Similar results
were obtained when human chromosome 1 was used as reference
(Supp. Table 2.4 and Supp. Fig. 2B).

An estimation of gene profiling studies that could be affected by
RNA contamination, and interfere with downstream transcriptomics
analysis (microarrays, NGS, or qRT-PCR), is shown in Table 3. As
mentioned, we found that around 38% of the probes present in the
8x60K v2 Agilent Microarray, align to both human and C. sabaeus
genome. In the case of Affymetrix microarrays, we took the HG-
U133_Plus 2.0 array as an example, and we found that 32,83% of the
probes align to both genomes (human and C. sabaeus), indicating that
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Fig. 3. Pairwise divergence estimation. A. Boxplots summarize per chromosome the distribution of estimated human-chimpanzee pairwise divergence values for
10,000 random windows sampled from coding regions in human-chimpanzee whole-genome alignments. B. Violin plots show, per target species, the probability
density of estimated pairwise divergence values for 10,000 random windows sampled from aligned coding regions to human chromosome X. The vertical blue line
highlights divergence equal 2 (the divergence is estimated as a percentage but the windows are 100 nt long, thus divergence and percentage of divergence are
equivalent). PANU: Papio anubis; MMUL: Macaca mulatta; CSAB: Chlorocebus. sabaeus; CJAC: Callithrix jacchus; MMUS: Mus musculus; RNOR: Rattus norvergicus; CGRIL:
Cricetulus griseus; CPOR: Cavia porcellus; OCUN: Oryctolagus cuniculus; MDOM: Monodelphis domestica. (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

cross-hybridization is possible in both cases.

4. Discussion

Transcriptome analysis are a common approach to investigate host-
pathogen interactions in infectious diseases. When the pathogen is an
intracellular microorganism, it usually involves an initial method to
propagate the pathogen (via cell culture or animal models), and the
subsequent co-cultures, using the host cell of interest. When this is the
case, the cells used to produce the pathogen can be a source of cross-
contamination. T. cruzi infection constitutes an appropriate model to
investigate this because it has a life cycle with a mammalian in-
tracellular stage. We first demonstrated that this type of contamination

Table 3

produced false positive results in a human microarray experiment
where HPC were infected with VDT. We showed that the microarray
probes are not human specific, allowing the hybridization of cDNA from
related taxa such as C. sabaeus (Table 1). After the design of specific
human primers, we also demonstrated that the atf4 and gas5 RNAs
expression detected in infected HPC and VDT extracts is explained by
transcription of Vero RNAs instead of having a human origin (Fig. 1).
Besides, neither gene was amplified using H&V primers from epimas-
tigotes, as is expected as no ortholog for these genes was found in the T.
cruzi genome. All these results confirm cross-contamination with Vero
cells in VDT and infected HPC samples.

Analyzing six different commonly used VDT purification protocols,
we found that none of them was able to eliminate Vero contamination

Number of possible articles affected by the RNA contamination coming from the cell line used to propagate the parasite.

Transcriptomic assay Number of papers

Cell line used to propagate the trypomastigotes/host cell analyzed / Reference

Agilent Microarray Platform 3
Affymetrix Microarray Platform 1
Custom human cDNA Microarray 2
Illumina sequencing 3
gRT-PCR 2

Vero cells/human HeLa cells/[34]

Vero cells/human placenta cells/[35]

Vero cells/human cardiomyocytes/[29]

LLcMK, (M. mulatta)/human fibroblast, endothelial and smooth muscle cells/[36].
L¢Eo rat myoblast/L¢Eg rat myoblast/[37]

LeEo rat myoblasts/myocytes from neonatal mouse/[38]
LLcMK, (M. mulatta)/human fibroblast/[15]

Vero cells/human fibroblast/[14]

LLcMK, (M. mulatta)/human fibroblast/[16]

Human macrophages THP-1/human macrophages THP-1/[39].
Vero cells/human astrocytoma cell/[40].
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from the VDT extract (Fig. 2A). This highlights that this contamination
could occur in most of the experiments done with this T. cruzi model.
The purification protocol P5 involves the filtration of the Vero infected
supernatant with the trypomastigotes through a 3 ym pore filter and the
collection of the trypomastigotes by centrifugation. This protocol is
commonly used to purify the intracellular parasite Toxoplasma gondii
[41], and is able to eliminate most of the cell debris from the parasite
extract. Considering that the P5 protocol is a straightforward method,
with a relative high trypomastigote recovery and that Vero-derived
RNAs were not detected in HPC infected with this VDT (Fig. 2B), we
propose it as the most appropriate alternative to purify cell-derived
trypomastigotes. One aspect that we want to highlight is that the
highest level of contamination with Vero cells in VDT was found on the
first day of the trypomastigote collection (Fig. 2C). This sample corre-
sponds to a culture without washes in the previous 4-5 days (the time
that it takes to liberate the trypomastigotes), which will facilitate the
accumulation of Vero RNAs and cells debris in the supernatant.

The most used cell lines to propagate trypomastigotes are derived
from primates: Vero (C. sabaeus) and LLCMK2 (M. mulatta) [5]. How-
ever, rodent derived cell lines were also used to propagate T. cruzi (as
the CHO cells derived from C. griseus), and mice are widely used for in
vivo T. cruzi infections. Rabbits (O. cuniculus) can also be infected by T.
cruzi [42], as well as the marsupial M. domestica (opossum). In fact,
marsupials are considered the earliest hosts of T. cruzi [43]. As ex-
pected, sequence divergence to human is higher among non-primate
mammals, thus we recommend propagating trypomastigotes in non-
primate cell types (Supp. Table 2.1). As shown before, in the case of cell
RNA contamination during the purification of the infective parasites,
the chances of observing spurious hybridization or alignments are
minimized to almost zero if the trypomastigotes are propagated in ro-
dents, rabbits or opposum (Fig. 3B and Supp. Table 2.3). It is important
to consider that the estimated mean pairwise divergence between
human and the analyzed species are conservative values, as the size of
recognizable homologous sequence declines as we increase the evolu-
tionary distance to human, our reference sequence. Depending on
several factors such as contamination level, sequencing errors, human
polymorphisms, gene features and alignment strategies, these spurious
alignments will cause perturbations on the estimated human expression
profile. Independent of the high-throughput transcriptome profiling
technique, the introduced bias will be gene dependent: it would be
maximum for those genes that are highly conserved and lowly ex-
pressed in the studied human cell but highly expressed in the other
primates. As we showed, this was the case for gas5 and atf4 genes,
which appear to be highly expressed in Vero cells and almost not ex-
pressed in HPC cells.

We suggest to analyze the putative impact of cross-contamination,
especially in those cases where the pathogen has a narrow host range
and using alternative taxa for propagation is not an option. In the case
of microarrays, probe ambiguity could be assessed by their alignment to
the host and the species used to grow the microorganism, excluding
those probes and genes which might be affected with contamination-
driven hybridization from further analysis. In the case of RNA-Seq data,
we recommend the generation of hybrid reference genomes (i.e. in our
work the reference genome should be a composite of human and C.
sabaeus genome) and the classification of sequence reads as having an
unambiguous human origin (i.e. those reads that can be mapped only in
the human genome) or not (i.e. those reads that can be mapped to both
or uniquely to the C. sabaeus genome). This proposed additional quality
control step in the RNA-Seq analysis pipeline does not imply an increase
in the total computational cost of the study and would be enough to
avoid biased results. With qRT-PCR experiments, (where 35-40 am-
plification cycles are done) special attention must be paid to primer
design, to avoid identical or very similar conserved sequences between
species.

As final considerations, first we want to stand out the necessity to
perform functional analysis to validate transcriptomic data, because
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these are the irrefutable and final way to validate a biological pathway
inferred by gene profiling assays. As an example, in a previous work we
found the overexpression of genes related to mitochondrial respiration
in human cardiomyocytes infected with T. cruzi, and these results were
validated through determination of oxygen consumption rates among
infected and control cardiomyocytes [29]. Second, this carry-over effect
can also affect proteomics studies, and the conclusions of this work
should be taken into account in proteomics experiments involving host-
pathogen interactions. For example, if the high stability of the ncRNA
gas5 is explained because it is part of a ribonucleoprotein complex or
exosomes (see below), then these proteins will appear as contaminants,
with the aggravating factor that when comparing species, differences at
the amino acid level will be lower than their nucleotide counterpart.
For example, ortholog proteins in human and chimpanzee are ex-
tremely similar, with ~29% being identical and the typical ortholog
differing by only two amino acids, one per lineage [44]. Finally, we
want to highlight that Vero cells are not only used to propagate obligate
intracellular parasites (e.g.: T.cruzi, T. gondii, and Neospora caninum),
bacteria (e.g.: Coxiella and Brucella) or viruses, but they are also a
platform for inactivated whole virus vaccine production, such as yellow
fever, rabies virus, HIN1 and polio virus, among others [45]. In the
case of the Yellow Fever Virus, it is produced in Vero cells and the virus
suspension is first filtered through a combination of different filters (8,
3, 0.45 and 0.2 um) to eliminate cells, previous to the virus purification
[46]. In the case of the rabies virus, the virus suspension is filtered on a
0.45 um pore [47]. After the virus purification, there are regulatory
requirements of the World Health Organization (WHO), for residual
DNA and proteins coming from host cells, but no specifications are
established for detection and management of residual RNAs [48,49],
even thought some RNA species can have undesirable effects, including
IncRNAs [50], miRNA [51] or circRNAs [52]. These type of RNAs could
be secreted by Vero cells in free from, as part of ribonucleoproteins, or
in microvesicles with a size smaller than 0.2 pm like exosomes [53,54],
where RNAs are protected from RNAses degradation [55]. All of this
data should be taken into account to consider the presence of RNAs in
the final vaccine formulations with inactivated whole viruses coming
from Vero or other cell lines.

5. Conclusions

Different types of cell lines are widely used for the production of
intracellular microorganisms. In this work we have shown, using T.
cruzi infection as a model, that the contamination with RNA coming
from Vero cells can be an underestimated problem in transcriptome
host-pathogen interaction studies. Special attention should definitely be
paid in the experimental design and analysis pipeline, depending on the
method used for transcriptome profiling (qQRT-PCR, microarray or
[llumina RNA-Seq). We propose a VDT purification protocol that
minimizes contamination of the host cell of interest and we highlight
the importance of determining an appropriate purification method for
each infection model.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jprot.2020.103804.
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