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1 Abreviaturas

°C

uL
mL
ng
Hg
ADN
ARN
ADNsa
PBS
DAPI
dNTP

SFB
BHI
PFA
GPI
hs
gPCR
CO,
pb
Pl
SoD
ROS

Grado Celsius

Microlitros

Mililitros

Nanogramos

Microgramos

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico
Desoxirribonucleasa

Tampodn salino de fosfato
4',6-diamino-2-fenilindol
Desoxinucleodsido -5 - trifosfato
Aceleracion de la gravedad terrestre
Suero fetal bovino

Brain-Heart Infusion
Paraformaldheido
Glucosilfosfatidil inositol

Horas

Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real
Didxido de carbono

Pares de bases
Post-incubacién

Superdxido dismutasa

Especies reactivas del oxigeno (Reactive oxygen species)



2 Resumen

Trypanosoma cruzi es el agente causante de la enfermedad de Chagas, un serio problema
de salud publica en gran parte de la poblacién de las Américas. Este organismo tiene un ciclo de
vida complejo alternando entre formas que viven en el insecto vector y formas que infectan el
hospedero mamifero. En particular, la forma epimastigota presente en el aparato digestivo del
insecto es el estadio mas frecuentemente utilizado como modelo de laboratorio dada la
practicidad de su cultivo in vitro. Sin embargo, preguntas especificas y relevantes para los
modelos de la patologia de la enfermedad crénica requieren del cultivo de las formas
intracelulares (amastigotas) y por lo tanto se han desarrollado métodos para su produccion
tanto in vitro (axénicos) como in vivo (celulares). Aunque los protocolos de amastigogénesis in
vitro resultan mas practicos, su validez bioldgica ha sido cuestionada por la comunidad. En este
proyecto se pretende caracterizar desde el punto de vista transcriptomico los amastigotas
celulares y los axénicos, distinguiendo perfiles diferenciales que permitan evaluar a estos
ultimos como modelo. Los resultados obtenidos muestran que el modelo de amastigogenesis
axénica utilizado presentd caracteristicas similares a los celulares en cuanto a la regulacion de
proteinas flagelares y glicoproteinas de superficie, mientras que los procesos vinculados a la
divisién celular y proliferacién, metabolismo del proteasoma y sobrevida del parasito, no fueron
recapitulados. Interesantemente, algunos de los resultados apuntan a que las formas

diferenciadas in vitro podrian representar fases iniciales del proceso de diferenciacién.

Haciendo uso de marcadores moleculares de procesos metabdlicos caracteristicos de
amastigotas celulares que fueron definidos a partir de las listas de genes diferenciales obtenidas
en los resultados anteriores, actualmente nos encontramos optimizando protocolos de

amastigogénesis axénica.



3 Introduccion

3.1 Enfermedad de Chagasy su epidemiologia

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es una
enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi
(T.cruzi). T. cruzi es un protista perteneciente a la Clase Zoomastigophora, Orden
Kinetoplastidiae, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma y Subgénero
Schizotrypanuma. Su clasificacién taxonémica constituye una poblacién muy heterogénea que
consiste en un gran nimero de cepas con diferentes caracteristicas en relacion con distintas
propiedades como la tasa de crecimiento, virulencia, perfil antigénico, patogenicidad, tropismo
y sensibilidad a drogas antichagasicas. Ademds, tiene una gran diversidad genética y sus
poblaciones naturales se dividen actualmente en seis subdivisiones genéticas, conocidas como
Unidades de Tipificacién Discretas (DTU), que tienen diferente distribucidn geografica: Tcl - TcVI.
El concepto de DTU se refiere a un conjunto de poblaciones que son genéticamente mas
similares entre si que a cualquier otra poblacién, y son identificables por marcadores comunes,

tanto genéticos, moleculares o inmunoldgicos (Tibayrenc, 1998; Zingales et al., 2009).

La enfermedad lleva el nombre de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, un médico e
investigador brasilefio que describid la enfermedad, el parasito que la causa y el insecto vector
que la transmite en 1909 (WHO, 2021). Esta es la enfermedad mas frecuente de las
enfermedades tropicales transmisibles en América Latina. La Organizacién Mundial de la Salud
(World Health Organization, WHO) estima que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas
infectadas por Trypanosoma cruzi, el parasito causante de esta enfermedad. Durante mucho
tiempo, la enfermedad se limitdé por completo a zonas rurales continentales de la Region de las
Américas (excluyendo las islas del Caribe). Sin embargo, debido al aumento de la movilidad de
la poblacidn en las ultimas décadas, muchas de las personas infectadas viven ahora en entornos
urbanos y la enfermedad se ha detectado en los Estados Unidos, Canadd y paises europeos y
africanos, del Mediterrdneo Oriental y del Pacifico Occidental donde la enfermedad se ha
diseminado mediante transmisidn congénita o por trasplantes de drganos y transfusiones

sanguineas (PAHO, 2021).

La Organizacién Panamericana de la Salud (PAHO) estima que actualmente, unos 70
millones de personas en las Américas viven en areas expuestas al Chagas y estan en continuo

riesgo de contraer la enfermedad. Esta reportado que la incidencia anual es de 30.000 casos



nuevos. Ademas, por afio se registran 12.000 muertes en promedio y 8.000 recién nacidos

infectados durante la gestacion (PAHO, 2021).

En zonas endémicas, el principal mecanismo de transmision es vectorial, por hemipteros,
de la Subfamilia Triatominae (con alimentacién hematdfaga) los cuales infectan personas
expuestas a su picadura, al depositar sus heces infectadas en heridas de la piel o sobre mucosas.
Los parasitos entran en el cuerpo cuando la persona rasca las heces del insecto en la picadura,

y contamina los ojos, la boca, o en cualquier lesion que comprometa la integridad de la piel.

Esta patologia ha sido clasificada dentro del grupo de enfermedades desatendidas debido
a la baja inversion histdrica por parte de la industria farmacéutica. Actualmente, no existe
vacuna contra la enfermedad de Chagas. El control integrado de vectores ha sido el método de
prevencion mds efectivo en América Latina. El analisis de sangre es necesario para prevenir la
infeccidn a través de la transfusion y el trasplante de érganos y para aumentar la deteccidn y el

cuidado de la poblacién afectada en todo el mundo (WHO, 2018).

La patologia se presenta en dos fases claramente diferenciadas (aguda y crdénica), y una
fase que puede presentarse como indeterminada. La fase inicial o aguda dura entre 4 y 8
semanas, y se caracteriza por la presencia de pardsitos circulantes en la sangre y puede ser
usualmente asintomatica o presentar leves sintomas no especificos. Entre los sintomas, los que
mas se destacan son dolores de cabeza, edema en las extremidades inferiores o en la cara, dolor
abdominal y/o toracico, erupcidon cutanea, diarrea, miocarditis y mas raramente
meningoencefalitis. Sin embargo, hasta un 70% de los casos nunca desarrollara manifestaciones
clinicas de esta naturaleza (Rassi et al., 2010). En los pacientes que no desarrollaron sintomas se
puede manifestar la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas o la forma crénica. La
mayor parte de la poblacién infectada en areas endémicas se encuentran dentro de la fase
indeterminada de la enfermedad (Nunes et al., 2013). Aproximadamente un tercio de los
pacientes progresan desde la fase intermedia hacia la fase crénica (Malik et al., 2015). Las
presentaciones clinicas de esta fase involucran patologias en érganos especificos, especialmente
el corazén, el eséfago o el colon, que estdn agrupados en tres formas principales de la
enfermedad: cardiaca, digestiva o cardio-digestiva (Nunes et al., 2013). Durante esta fase, los
pardsitos estan alojados principalmente en el corazén y el musculo digestivo por lo que hasta el
30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos y hasta el 10% sufren alteraciones digestivas
(generalmente agrandamiento del eséfago o el colon), neuroldgicas o mixtas. En afios
posteriores, la infeccién puede provocar la muerte subita debido a arritmias o insuficiencia

cardiacas progresiva causada por la destruccién del musculo cardiaco y su sistema nervioso



(WHO, 2021). La fase crénica dura toda la vida del individuo y resulta en una disminucién en la
calidad y en la esperanza de vida de la poblacién (Nunes et al., 2013). El equilibrio entre la
contencidon inmunoldgica mediada por el pardsito y el dafio provocado en los tejidos del huésped
a causa de la inflamacidn, probablemente determinan el curso de la enfermedad (Rassi et al.,

2010).

La utilizacién de drogas antiparasitarias en la fase aguda puede curar la infeccién y
prevenir manifestaciones crdnicas. Se aconseja que el tratamiento antiparasitario sea
administrado aun en pacientes crdnicos, especialmente aquellos sin sintomas, ya que puede
frenar la progresion de la enfermedad y prevenir la transmision, por ejemplo, en la infeccién de
madre a hijo (WHO, 2021). Los Unicos medicamentos disponibles: benznidazol y nifurtimox, se
usan hace mas de 60 afios y producen efectos secundarios graves lo cual afecta la efectividad de
las drogas en esta etapa inicial. Los datos son escasos en cuanto a su efectividad para pacientes
con infecciones crdnicas, en esta etapa se requieren de largos tratamientos lo que también lleva
a la apariciéon de cepas resistentes y a la discontinuidad del mismo, sobre todo en pacientes que
viven en zonas endémicas de bajos recursos. Las manifestaciones clinicas en la fase aguda de la
enfermedad se resuelven espontdneamente en un 90% de los pacientes infectados, incluso si
estos no fueron tratados (Rassi et al., 2010). El aumento de la financiacidn e interés en los
ultimos afios ha dado lugar a la aplicacién de estrategias modernas de desarrollo de farmacos
para nuevas terapias. Esto ha llevado al desarrollo del farmaco Fexinidazole (un derivado del
5-nitroimidazol) que presenta actividad contra otras especies de la familia de los kinetoplastidos
(Deeks, 2019) y ha llegado a ensayos clinicos de fase Il y fase Ill en humanos (Pérez-Molina et
al.,, 2021). Sin embargo, aun se necesitan esfuerzos en el desarrollo de farmacos que sean

efectivos con otros de los miembros de esta familia como T. cruzi.

Desde principios de la década de los 90, los paises afectados por la enfermedad de Chagas
junto con la OPS/OMS, generaron un exitoso esquema de cooperacidn técnica horizontal entre
paises, mediante las Iniciativas Subregionales de Prevencion y Control de la Enfermedad de
Chagas (Cono Sur, América Central y México, paises andinos y paises amazdnicos). Las Iniciativas
han permitido alcanzar reducciones importantes del nimero de casos agudos y de la presencia
dentro de los domicilios de los vectores en todas las zonas endémicas, asi como en la reduccién
de la morbilidad, la mortalidad y el sufrimiento de aquellos afectados (OPS, 2021).En este
contexto, los esfuerzos son destinados casi exclusivamente hacia la erradicacién y control
vectorial de la enfermedad, desatendiendo la utilizacién de recursos econdmicos para la

produccién de una vacuna eficiente y/o nuevos tratamientos farmacoldgicos.



3.2 Genomay regulacién de la expresion génica en T. cruzi

CL Brener fue la cepa elegida como referencia para el proyecto genoma de T. cruzi,
publicado en 2005 junto con la secuenciacion de los genomas de los restantes tripanosomatidos
modelo T. brucei (Berriman et al., 2005) y L. major (lvens et al., 2005). Se determind que el
genoma de esta cepa de T. cruzi era de 60,3 Mb y estaba compuesto por aprox. 12.000 genes, y
que el 50% del mismo correspondia a secuencias repetidas, mayoritariamente retrotrasposones
y grandes familias multigénicas de proteinas de superficie, que incluyen transialidasas (TS) y
proteinas tipo TS, mucinas, metaloproteasas y proteinas MASP (El-Sayed et al., 2005; Martinez-
Calvillo et al., 2010; Pech-Canul et al., 2017). Desde ese entonces se han hecho esfuerzos por
secuenciar otros genomas de la especie utilizando técnicas modernas que mejoraron el

ensamblado (Berna et al., 2018; Wang et al., 2021).

T. cruzi presenta caracteristicas particulares que lo diferencian del resto de los eucariotas,
como ser su transcripcidon, estructura gendmica y nuclear y organizacion de la cromatina
(Schenkman et al., 2011). Los genes en el genoma de los tripanosomatidos estan organizados en
largos tractos de entre 10 y 100 genes codificantes co-orientados ubicados en tdndem sobre la
misma hebra, separados por regiones intergénicas relativamente cortas o nulas, los cuales se
transcriben por la ARN polimerasa Il dando lugar a grandes transcriptos primarios
policistronicos. A pesar de que esta organizacion gendmica recuerda a la estructura de los
operones de procariotas, no se observan agrupaciones funcionales en los genes de un mismo
policistron (Martinez-Calvillo et al., 2010; Palenchar et al., 2006). Esta inusual organizacion
gendmica se suma al hecho de no haberse encontrado promotores candnicos para la polimerasa
Il 'y, parecerian ser la causa de que estos parasitos no presenten regulacién candnica de la
expresion génica a nivel de inicio de la transcripcion, llevando a proponer la hipdtesis de que la
regulacién génica estaria ddndose mayoritariamente a nivel postranscripcional (Kramer, 2012;
Lima et al., 2022). Estudios recientes del grupo de Da Cunha han demostrado que los distintos
estados de la cromatina estan asociados a distintos niveles de transcripcion, donde se observd
una correlacién positiva entre la cromatina activa y los niveles de transcripcion en estado
estacionario abriendo nuevas posibilidades para los mecanismos regulatorios en T. cruzi (Lima
et al., 2022). En este sentido trabajos recientes proponen que el compartimento gendmico
donde se ubican las familias multigénicas de proteinas de superficie puede estar regulado a nivel
transcripcional mediante el control de grandes dominios de cromatina (Diaz-Viraqué et al.,

2023).



Estos organismos, son capaces de adaptarse y proliferar en una serie de ambientes muy
variados, enfrentando desafios como cambios en la temperatura, en la disponibilidad de
nutrientes, en la presencia de sistemas de defensa en el hospedero vertebrado, e incluso
alternancia entre el medio extracelular y el intracelular. Por lo tanto, la modulacién rapida de la
expresion génica juega un rol preponderante en su capacidad a adaptarse y sobrevivir frente a

situaciones adversas.

El procesamiento del transcripto primario de ARN, la exportacién del ARN maduro al
citosol, la estabilidad o degradacidn diferencial de los ARNs, la movilizacién a la fraccidn
polisomal y la accesibilidad a la maquinaria de traduccién de los transcriptos son todos eventos
donde se puede regular la expresidon génica de manera post-transcripcional que han sido
descritos en estos organismos (Avila et al., 2003; Krieger et al., 1999). Se han reportado multiples
ejemplos de regulacién post-transcripcional que resultan fundamentales en ciertos fenotipos o
procesos celulares (Benabdellah et al., 2007; Clayton, 2013; da Silva Augusto et al., 2015; De
Gaudenzi et al., 2013; De Gaudenzi et al., 2003; Duhagon et al., 2001; lantorno et al., 2017; Inoue
et al., 2002; Keene, 2007; Ouellette and Papadopoulou, 2009; Pastro et al., 2017; Perez-Diaz et
al., 2013; Respuela et al., 2008; Siegel et al., 2009; Smircich et al., 2015; Thomas et al., 2009).

3.3 Ciclodeviday biologia celular de T. cruzi

T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo que involucra varias etapas de desarrollo
alternando entre hospederos vertebrados e invertebrados (Souza, 2009). Entre estos estadios
se encuentran formas de vida replicativas y no replicativas, asi como también formas infectivas
y no infectivas. Las formas amastigotas y tripomastigotas sanguineos se encuentran en el
hospedero mamifero, mientras que en el insecto vector se desarrollan las formas epimastigota

y tripomastigota metaciclico (de Carvalho and de Souza, 1986).

El ciclo de vida comienza cuando el insecto vector ingiere tripomastigotas sanguineos
presentes en la sangre del hospedero mamifero infectado. Una vez ingeridos, la mayoria de los
tripomastigotas mueren en el estdmago del insecto, aquellos que logran sobrevivir luego de
unos dias se diferencian a la forma epimastigota no infectiva. Estos migran hacia el intestino
donde comienzan a dividirse intensamente. En las regiones mas posteriores del intestino
delgado y el recto del vector, tiene lugar una nueva diferenciacion (metaciclogénesis), donde los
epimastigotas se diferencian a tripomastigotas metaciclicos infectivos no proliferativos. Estos

tripomastigotas metaciclicos se liberan junto con las heces del insecto cuando el insecto vuelve
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a alimentarse con sangre de un nuevo mamifero no infectado pudiendo llegar al torrente
sanguineo del mismo a través de la herida causada o a través de mucosas (de Souza et al., 2010).
En el torrente sanguineo del nuevo hospedero infectado, los tripomastigotas metaciclicos
pueden ser internalizados por macréfagos pudiendo infectar ademas fibras cardiacas y de
musculo liso. Los tripomastigotas son endocitados por las células con la formacién de una
vacuola parasitéfora fusionada con lisosomas de la célula hospedera. Dentro de las dos horas
posteriores a la infeccidn, los tripomastigotas pueden abandonar el ambiente acido del
fagosoma antes de que se complete la diferenciacién en amastigotas y entrar en el ambiente
ligeramente alcalino del citoplasma, donde se multiplican como amastigotas aflagelados. Los
amastigotas intracelulares proliferan activamente en el citoplasma y después de varias rondas
de replicacidn, cuando se llega a un nimero critico de parasitos intracelulares, se diferencian en
tripomastigotas sanguineos y ocurre la lisis celular. Al salir de la célula, los tripomastigotas
derivados del tejido entran en el torrente sanguineo y son capaces de infectar las células
circundantes repitiendo los eventos intracelulares, o diseminarse a través del torrente
sanguineo pudiendo ser ingeridos por un insecto vector, completando el ciclo (Burleigh and

Andrews, 1995; de Souza et al., 2010; Navarro et al., 2003) (Figura 1).

; X Tripomastigota
Epimastigota P 3 g
I metaciclico
R >
o gmy F
HOSPEDERO "
INVERTEBRADO
(insecto)
HOSPEDERO

- Tripomastigota
V(E:::?f?r\o[;o ) ;D '(:1 metaciclico
mmp O 0
3

Tripomastigota
p Sanguineo

Amastigota >,

intracelular _

Figura 1 - Ciclo de vida de T. cruzi. Los tripomastigotas metaciclicos derivados de epimastigotas en el
insecto vector son transmitidos al hospedero mamifero a través de sus heces. Una vez dentro del
mamifero, invaden sus células y son rapidamente dirigidos hacia la vacuola parasitéfora. Dentro de las
vacuolas comienza su diferenciacion hacia la forma amastigota (2-8 hs), luego ésta se rompe y los
parasitos se localizan en el citoplasma (8-16 hs). Los amastigotas intracelulares comienzan a dividirse 24
hs post infeccidn, y contintdan replicdndose cada 12 hs durante 5-6 dias. Finalmente, se diferencian hacia
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tripomastigotas y rompen la célula liberdndose a la circulacion del hospedero y diseminando la infeccién.
Extraido y modificado de (Caradonna and Burleigh, 2011).

Por su parte, la biologia celular del parasito presenta caracteristicas particulares. T. cruzi
posee una mitocondria Unica de gran tamafio que se extiende a lo largo del cuerpo celular. La
matriz mitocondrial posee una regidn especializada formada por ADN extranuclear
correspondiente al genoma mitocondrial, denominado kinetoplasto, el cual puede llegar a
representar hasta el 25% del ADN total del parasito (Hoffmann, 2016; Shapiro and Englund,
1995). El complejo genoma mitocondrial consiste en un entramado de fibras de ADN circular
concatenadas (Simpson, 1987), en las que se puede describir dos tipos de ADN circulares,
maxicirculos y minicirculos. Los maxicirculos, que generalmente tienen 25 kb de extension,
codifican para genes mitocondriales como ARN ribosomales y proteinas de la cadena
respiratoria. Los minicirculos, de aproximadamente 1 kb de largo, codifican para pequefios ARN
no codificantes (ARN guias) que participan en el procesamiento de los transcriptos

mitocondriales (Aphasizhev and Aphasizheva, 2014).

Como se dijo con anterioridad, a lo largo del ciclo de vida complejo de T. cruzi, el pardsito
transita por al menos cuatro estadios metabdlica y morfoldgicamente muy diferentes. Los
distintos estadios han sido definidos inicialmente en base a sus caracteristicas morfoldgicas.
Durante el proceso de transicion de un estadio al otro, el parasito exhibe cambios en el
metabolismo y modificaciones profundas en morfologia en cuanto al tamafio y forma celular,

posicidon de nucleo y kinetoplasto, asi como en la longitud del flagelo.

Mientras que epimastigotas son altamente activos en vias relacionadas al catabolismo y
anabolismo, los tripomastigotas presentan bajos niveles de traduccidn general, conservando
expresion especialmente de genes asociados a adherencia e infeccién celular (Smircich et al.,
2015; Tonelli et al., 2011). Por otro lado, aunque los amastigotas sean metabdlicamente mas
activos que los tripomastigotas, no tienen la versatilidad de respuesta frente a diferentes

situaciones nutricionales (Berna et al., 2017).

Los epimastigotas tienen un tamafo que oscila entre 10 y 20 um de largo, pero a medida
que viajan por el intestino del insecto crecen y aumentan 10 um en longitud. Alli es donde se
diferencian a tripomastigotas metaciclicos alcanzando un tamafo de aproximadamente 20 um
de largo y 3 um de didmetro. Si bien, desde el punto de vista parasitoldgico los tripomastigotas
metaciclicos y los sanguineos son casi indistinguibles morfolégicamente y parecen compartir las
mismas propiedades bioldgicas pues son capaces de interaccionar e invadir la célula hospedera,

existen diferencias a nivel de su biologia molecular que permiten su identificacion. Las formas
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metaciclicas y las formas sanguineas presentan antigenos especificos presentando ademas
modos diferentes de interaccionar con el hospedero. Los Ultimos estan expuestos a las
moléculas efectoras del sistema inmune del hospedero mamifero, incluyendo anticuerpos
especificos. Estas formas celulares expresan en su superficie multiples miembros de una gran
familia de moléculas, las mads caracterizadas son las mucinas y la superfamilia de las
transialidasas (TcTS), asociadas a proteccidon y evasidon del sistema inmune del hospedero

(Burleigh and Andrews, 1995; De Pablos and Osuna, 2012; Navarro et al., 2003).

Aunque el nlcleo de T. cruzi presenta una organizacién estructural semejante al de una
tipica célula eucariota, exhibe ciertas modificaciones a lo largo del proceso de diferenciacion, asi
como también presenta diferencias en los procesos nucleares en comparacién con otros
eucariotas. El mismo tiene una longitud de aproximadamente 2.5 um de didmetro y contiene un
nucléolo centralizado en epimastigotas (Schenkman et al., 2011). En amastigotas el nucleo se
muestra de forma esférica y también presenta un nucléolo central. Cuando el mismo es
comparado con los tripomastigotas metaciclicos se observan claras diferencias, aparece una
especie de organelo elongado con alto contenido de heterocromatina y carente de nucléolo.
Presenta una membrana nuclear tipica provista de poros y la cromatina condensada dispersa a

lo largo del nucleoplasma (Elias et al., 2001).

Las formas tripomastigotas de T. cruzi, y las formas epimastigotas, presentan un flagelo
gue esta unido a lo largo del cuerpo celular. En tales casos, el dominio proximal del complejo
paraflajelar rod (PFR) se une a través de filamentos a la cara interna de la membrana flagelar y
luego a la zona de unién del flagelo (FAZ). El flagelo muestra un arreglo tipico de nueve pares de
dobletes de microtubulos periféricos y un par central. Esta bien establecido que el papel del
flagelo en eucariotas es la movilidad celular, pero se hace cada vez mas evidente su importancia
en muchos otros aspectos de la biologia celular, desde la sefalizacidn celular hasta la regulacion
del desarrollo. El PFR es una caracteristica de todas las etapas del ciclo de vida de todos los
kinetoplastidos estudiados hasta la fecha, con la excepcion de las etapas amastigotas donde
puede observarse un flagelo reducido, pero no emerge de la bolsa flagelar (Portman and Gull,

2010).

En las formas epimastigotas y amastigotas de T. cruzi, como en la mayoria de los
tripanosomatidos, el ADN del kinetoplasto se encuentra estrechamente empaquetadas en una
estructura compacta en forma de disco. Por el contrario, los tripomastigotas tienen un

kinetoplasto redondeado, con una organizacién mas relajada del ADN (Cavalcanti et al., 2009).
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A diferencia del resto de los estadios, los amastigotas presentan un tamafio mucho
menor, alcanzan un valor maximo de 5 um de largo. Ademas, son intracelulares y no tienen un
flagelo protuberante. Poseen una forma redondeada u oval y su kinetoplasto se encuentra
anterior al nucleo. Mas adelante (seccién 4.5) se profundizara sobre particularidades de la

biologia de los amastigotas y el proceso de amastigogenesis.

3.4 Interaccion hospedero-parasito y rol de las moléculas de superficie

La superficie celular de T. cruzi posee un denso glycocalix formado por un gran nimero
de glicoproteinas, cuya mayoria estan wunidas la membrana plasmatica por
glucosilfosfatidil inositol (GPI), que en cierta medida constituye un sello de identidad de estos
pardsitos (Morita et al., 2000). Estas proteinas de superficie pertenecen a varias familias
multigénicas, producto de la expansion génica caracteristica en estos pardsitos (Berna et al.,
2017). Se ha demostrado que las proteinas de membrana desempefian un papel importante en
la biologia de T. cruzi, incluida la interaccidn entre el parasito y el hospedero, la resistencia al pH
bajo en la vacuola parasitéfora y la evasion del sistema inmune. Estas proteinas se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el cuerpo celular, el flagelo y el bolsillo flagelar de las
diferentes formas durante desarrollo (Pech-Canul et al., 2017) e incluyen la superfamilia de las
transialidasas (TcTS), mucinas (TcMUC) y MASP (proteina de superficie asociada a mucina) (de

Souza et al., 2010; Freitas et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Modelo esquematico donde se indican algunas moléculas involucradas en la interaccion
hospedero-parasito. Tomado de (de Souza, et al., 2010).

T. cruzi es incapaz de sintetizar monosacdridos de acido sialico, por lo que se ve obligado
a adquirirlo desde el huésped e incorporarlo en moléculas de su propia superficie de membrana.
Se demostré que dos grupos de moléculas estaban implicados en este proceso, las transialidasas
(TS) y las mucinas TcMUC (Frasch, 2000). Las transialidasas tienen la particularidad que, en lugar
de hidrolizar el acido sialico, pueden transferirlo de los sialoglicoconjugados en el hospedero a
las terminales en los glicoconjugados del parasito. La funcidon que desempeiian las TS es crucial
en la patogénesis, porque la unién de acido sialico a la superficie del parasito permite su evasion
de la activacion del complemento (Giorgi and de Lederkremer, 2011). Las TS son parte de una
superfamilia altamente polimérfica, comprende al menos 1400 miembros en el genoma de CL
Brener, de los cuales solo algunos presentan los residuos criticos para la actividad catalitica.
Hasta el momento, 4 grupos han sido descriptos basado en la similaridad de secuencia y
propiedades funcionales (Freitas et al., 2011). El grupo | contiene TS activas (TCNA y SAPA) y
proteinas TS-epi expresadas en tripomastigotas y epimastigotas, respectivamente. Las del grupo
Il comprenden glicoproteinas de superficie gp85 implicadas en la invasidon y adherencia en la
célula huésped. Dentro del grupo Ill se destaca FL-160, una proteina completamente reguladora

que inhibe las vias alternativa y clasica de activacién del complemento. Por ultimo, el grupo IV
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de TS estd compuesto por genes que codifican antigenos de superficie de tripomastigotas cuya

funcién bioldgica aun se desconoce (Freitas et al., 2011; Pech-Canul et al., 2017).

Otra funcidén conocida de estas glicoproteinas es que se unen a los receptores de la
membrana de la célula hospedera, estabilizando asi el contacto entre la célula huésped vy el
pardsito, a través de un motivo conservado conocido como FLY. Se demostrd que este motivo
alberga patrones muy similares a aquellos con tropismo celulares en enfermedades humanas

(Magdesian et al., 2001).

El segundo grupo de moléculas implicadas en la incorporacion del acido sidlico derivado
del hospedero comprende glicoproteinas de tipo mucina (TcMUC), que son las principales
receptoras del cido sidlico transferido por TS (Frasch, 2000). Las mucinas son los componentes
mas comunmente expresados en la superficie de T. cruzi y son la tercera familia de genes mas
ampliamente expandida en el genoma, en el genoma de CL Brener comprende
aproximadamente 863 genes (El-Sayed et al., 2005). Se trata de glicoproteinas que se
encuentran muy O-glicosiladas con restos de azlcares unidos a residuos Ser/Thr. Tienen dos
funciones esenciales: proteger al parasito de los mecanismos defensivos tanto del insecto como
del hospedero mamifero, modulando asi la respuesta inmune a lo largo del ciclo, y permitir la
invasion en células y tejidos especificos (Buscaglia et al., 2006; Pech-Canul et al., 2017). Esto
demuestran que las mucinas son importantes en las interacciones hospedero-parasito y que el
acido sidlico de las mismas promueve la invasién celular por tripomastigotas en el torrente
sanguineo (Franchin et al., 1997). Ademas, las TcMUC podrian tener un papel en la resistencia
del tripomastigota a la escision de C3 convertasas en el complemento del suero humano
(Tomlinson and Raper, 1998). Todos estos resultados indican que las mucinas de T. cruzi tienen
un papel clave en interacciones célula-célula y proteccion frente a componentes presentes en

el ambiente hostil al cual se encuentra sometido el parasito.

Esta superfamilia se divide en dos grandes grupos de genes, TcMUC y TcSMUG. La
expresion de las TcMUC se restringe Unicamente a los estadios desarrollados dentro del
hospedero mamifero. Este grupo a su vez se encuentra dividido en 3 subgrupos de acuerdo al
dominio central (TcMUC | — TcMUC II). TcMUC | es el componente principal en la forma
amastigota, mientras que TcMUC Il es predominante en las membranas lipidicas de
tripomastigotas sanguineos. La segunda subfamilia de mucinas, TcSMUG exhiben una
variabilidad interna mucho menor que las otras dos familias, lo que puede explicarse por su
expresion durante las etapas bioldgicas en el vector de insectos, donde estan libres de la presion

del sistema inmune (Buscaglia, 2003). Estas también se dividen en dos grupos pequefios de
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proteinas: small (S) y large (L) de acuerdo al tamafio del mensajero que codifican (Pech-Canul et
al., 2017). El grupo S es el principal aceptor de acido sidlico en la superficie del parasito por las
transialidasas y se encuentra en las formas epimastigota y tripomastigota metaciclica. El grupo
TcSMUG L, por el contrario, codifica para glicoconjugados de tipo mucina que no aceptan
aceptores de acido sidlico y solo estdn presentes en la superficie epimastigotas (Pech-Canul et

al., 2017).

La familia amastina es otro grupo de glicoproteinas transmembrana, que consiste en
proteinas pequefias de aproximadamente 180 aminodcidos. Se han definido 4 subfamilias en
tripanosomatidos en general, de las cuales T. cruzi posee dos de ellas: B-amastina y §6-amastina.
La funcion bioldgica exacta de este grupo de proteinas aun se desconoce, pero al ser una
proteina que atraviesa la membrana podria estar asociada al trafico de moléculas (Rochette et
al., 2005). Los niveles de transcripcion de 6-amastinas se encuentran regulados positivamente
en amastigotas en diferentes cepas de T. cruzi, mientras que los transcriptos de B-amastina son
mas abundantes en epimastigotas que en amastigotas o tripomastigotas (Pech-Canul et al.,
2017). Se ha demostrado que &-amastina juega un papel crucial en la diferenciacion de T. cruzi;
por lo tanto, es una molécula clave responsable de la supervivencia del parasito en la etapa

intracelular (Cruz et al., 2012).

El proceso de interaccidon entre T. cruzi y la célula hospedera se pueden dividir en tres

etapas: adhesién y reconocimiento, sefializacién e invasion.

En el paso de adhesién estd implicado el reconocimiento de moléculas presentes no solo
en la superficie de las células del pardsito, como las diversas glicoproteinas que fueron
mencionadas anteriormente y distintas proteasas, sino también en el hospedero donde se
destacan moléculas similares a lectinas, residuos de carbohidratos y distintas integrinas que

funcionan como receptores (de Souza et al., 2010) (Figura 2).

Después de la unidn y el reconocimiento del pardsito por la superficie de la célula
hospedera, tiene lugar una serie de procesos de sefalizacidn celular que culminan en la invasion
(de Souza et al., 2010). En los momentos iniciales del reconocimiento, tanto en el parasito como
en la célula hospedera, se produce un aumento transitorio de los niveles citoplasmaticos de

calcio (Garzoni et al., 2003; Yoshida and Cortez, 2008).

La via dependiente de los lisosomas se inicia mediante la exocitosis regulada por Ca?*

dirigida de los lisosomas en la membrana plasmatica. Otra via utilizada para la internalizacion

del parasito en las células no fagociticas es la via independiente del lisosoma. En este modelo,
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los parasitos ingresan a las células a través de la invaginacién de la membrana plasmatica que

acumulan PIP3, el principal producto de la activacién de PI3K de clase | (de Souza et al., 2010).

En otro mecanismo conocido como endocitosis, se produce la participaciéon de los
filamentos de actina presentes. Se ha demostrado que los aumentos transitorios de calcio en el
citoplasma de la célula hospedera, después de la interacciéon con tripomastigota, causan una
reorganizacion del citoesqueleto de actina. Ademas, la despolimerizacidn de los filamentos de
actina en el sitio de entrada del parasito puede potenciar la invasién del parasito (Woolsey and

Burleigh, 2004).

Muchas formas de vida han desarrollado mecanismos para resistir al desafio impuesto
por las especies reactivas del oxigeno, o para utilizar estas especies con fines regulatorios o de
sefializacion. Sumando particularidades a los tripanosomatidos, las vias que protegen del estrés
oxidativo a estos parasitos difieren significativamente de aquella encontrada en mamiferos
(Barrett et al., 2003). Durante la etapa aguda de la infeccidn, los macréfagos residentes en la
zona de la infeccidn son invadidos por T. cruzi, el mecanismo por el que ocurre la infeccion de
este tipo de fagocitos profesionales implica que el parasito debe sobrevivir y evadir el ambiente
altamente oxidativo generado dentro del fagosoma para poder establecer la infeccién (Piacenza
et al., 2013). Aunque se ha comprobado la ausencia en estos organismos de las principales
defensas antioxidantes contra los radicales libres presentes en eucariotas, como los sistemas
catalasa y glutatién peroxidasa, la evolucion les ha dado a estos parasitos una amplia gama de
otros sistemas enzimaticos. Entre ellos se encuentran la superéxido dismutasa (SOD) y otros tres
sistemas dependientes de tripanotién [T(SH)2]: la triparedoxin peroxidasa, dos peroxidasas
independientes de selenio y la ascorbato hemoperoxidasa. Estos sistemas tienen la funcidn de
reducir al minimo los efectos de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y garantizar el
mantenimiento de un entorno intracelular reductor. De esta manera, se posibilita la
supervivencia del parasito y su establecimiento en el nuevo hospedador (Hickson et al., 2022;
Krauth-Siegel and Comini, 2008; Wilkinson and Kelly, 2003; Wilkinson et al., 2000). En estos
ultimos, el tripanotidon cumple un rol central en el metabolismo redox, en donde constituye una
compleja red dependiente fundamentalmente de tripanotién, aunque también estan presentes

otros tioles como la glutationil espermidina y el glutatién(Krauth-Siegel and Comini, 2008).
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3.5 Generalidades de los amastigotas

Como se menciondé anteriormente, los amastigotas representan el Unico estadio
intracelular y replicativo del parasito, y a diferencia del resto de los estadios, presentan un
tamafio mucho menor, entre 1,5 y 5 um de largo. Poseen una forma redondeada u oval y su
kinetoplasto se encuentra anterior al ndcleo. No suelen presentar flagelo, pero se ha visto la

presencia de un pequeno flagelo protuberante.

Los pardsitos con estadios intracelulares deben desarrollar mecanismos para poder
sobrellevar los distintos ambientes que se enfrentan durante una infeccidn, invadir, sobrevivir y
proliferar dentro de una célula hospedera especifica. Estos pardsitos obligados suelen acoplar
los procesos metabdlicos del hospedero para satisfacer sus requerimientos nutricionales, a
menudo modulando esas vias para facilitar el acceso a metabolitos importantes. Estas

dependencias metabdlicas aun no han sido bien caracterizadas para T. cruzi (Swann et al., 2015).

Estudios funcionales (Silber et al., 2009), datos de expresion (Li et al., 2016; Minning et
al., 2009), proteémicos (Atwood et al., 2005) y ensayos metabdlicos llevados a cabo en
amastigotas celulares aislados (Rogerson and Gutteridge, 1980) proponen que los 4cidos grasos
y los aminodcidos son la fuente de carbono mds probable para el metabolismo de los
amastigotas. Se ha visto ademas que los transportadores de glucosa estdn regulados
negativamente en amastigotas cuando son comparados con tripomastigotas. Asimismo, debido
a que la glucosa es considerada un producto insignificante dentro de las células de mamifero, la
hexosa como azlcar ha sido descartada como potencial fuente de carbono para estos parasitos

(Atwood et al., 2005; Minning et al., 2009; Silber et al., 2009).

Sin embargo, se ha demostrado la habilidad de estos parasitos para acceder a los pools
de hexosa del hospedero in situ. Esto es consistente con lo que ocurre en los amastigotas
intracelulares, donde capitalizan la respuesta metabdlica del hospedero para la infeccion,
incluyendo el incremento en el consumo de glucosa para proveer de combustible en su propio
metabolismo y replicacion en el citosol del hospedero. Opuesto a la hipdtesis establecida donde
la glucosa no es accesible en el estadio intracelular de T. cruzi, Sheena Shah-Simpson y
colaboradores proponen que la glucosa si es esencial para la sobrevida del parasito dentro de la
célula. En este trabajo logran que el amastigota internalice un analogo de glucosa
(2-deoxyglucose (2-DG)) in situ, el cual inhibe la glucélisis. El efecto inhibitorio con la restriccion
de glucosa extracelular sobre la proliferacion fue ampliamente aumentado con la adicién de este

inhibidor de la via metabdlica de la glucosa. Mientras el crecimiento de los mismos no se ve
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afectado por la disminucién de la capacidad respiratoria del hospedero, la restriccién de la

glucosa extracelular si perjudicaria su proliferacidn (Shah-Simpson and Lentini, 2017).

Los tripanosomatidos tienen una via glucolitica parcialmente compartimentada en
organelos llamados glicosomas, quizas los peroxisomas mas divergentes hasta ahora conocidos
(Hannaert et al., 2003; Hannaert and Michels, 1994; Opperdoes and Borst, 1977; Parsons, 2004).
Los glicosomas juegan un importante rol en la adaptacion metabdlica del parasito a los
diferentes entornos a los que se expone durante su ciclo de vida. La glicélisis se organiza de tal
forma que las siete enzimas que convierten la glucosa en 3-fosfoglicerato estdn dentro del
glicosoma, mientras que las ultimas tres se ubican en el citosol (Michels et al., 2000; Michels et

al., 2005).

Asimismo, el crecimiento del pardsito depende de la disponibilidad de cofactores
derivados del hospedero y productos metabdlicos. Los estudios de Cardonna y colaboradores
indican que la deficiencia de la coenzima Q10 en el hospedero restringe el crecimiento de T. cruzi
al limitar la disponibilidad de pirimidinas. Si bien T. cruzi tiene capacidad de sintetizar pirimidinas
(Gutteridge and Gaborak, 1979), datos funcionales indican que los amastigotas intracelulares
dependen de los pools de pirimidina del hospedero para apoyar su crecimiento (Caradonna et
al., 2013). Por otro lado, al igual que otros parasitos protozoarios, T. cruzi es incapaz de sintetizar
de novo purinas, dependiendo Unicamente de la recuperaciéon de estas preformadas para su
desarrollo y proliferacion (Berens et al., 1981; Nakajima-Shimada et al., 1996). La via de rescate
de purinas en T. cruzi incluye las siguientes enzimas relevantes desde el punto de vista
quimioterapéutico: adenine phosphoribosyl transferase (APRT), hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase  (HGPRT), adenosine kinase (AK), methylthioadenosine
phosphorylase (MTAP), y nucleoside hydrolases (NHs) (Berg et al., 2010). Los parasitos
recuperan la hipoxantina y la guanina con preferencia a la adenosina, que se convierten en IMP
y GMP por la actividad enzimatica de HGPRT (Berens et al., 1981). Ademas, la hipoxantina es la
base de purinas mds abundante en el suero humano. Asi, el HGPRT juega un papel crucial en la
supervivencia de los parasitos T. cruzi, lo que lo ha convertido en la diana elegida en la mayoria

de los estudios realizados (Fernandez et al., 2004; Freymann et al., 2000).

El AMP ciclico (AMPc) juega un papel primordial en el control de la diferenciacién de los
eucariotas inferiores. Las cantidades relativas de esta molécula pueden cambiar de acuerdo con
el entorno circundante, lo que permite a los organismos adaptarse rdpidamente a las nuevas
condiciones. El equilibrio diferencial de AMPc puede resultar en la activaciéon de proteinas

quinasas, transcripcién de genes especificos y cambios en la estructura del citoesqueleto, que
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en Ultima instancia conducen a alteraciones celulares. T. cruzi estd expuesto a diferentes
condiciones ambientales durante todo su ciclo de vida, donde las concentraciones de AMPc son
variables, y lo pueden llevar a experimentar cambios morfolégicos y una expresién génica
diferencial que le permitan al parasito pasar de un estadio a otro (Rangel-Aldao et al., 1987). Se
ha visto que ya en etapas tempranas de la infeccién se observan indicadores de una

reorganizacién en las vias de sefializacion (Li et al., 2016).

Estudios transcriptomicos revelaron genes co-regulados positivamente en estadios
replicativos vinculados a la reparacidon del ADN, incluyendo el antigeno nuclear de células
proliferativas (PCNA), y una regulacidn negativa genes asociados al flagelo (Minning et al., 2009).
Una divisién celular exitosa requiere de la coordinaciéon oportuna y precisa de eventos que
involucren trafico cromosdmico, citoesquelético y de membrana. Estos procesos estdn
regulados por las acciones competitivas de quinasas y fosfatasas. El complejo cromosdmico
pasajero (CPC) es uno de los complejos heterotetraméricos mas estudiados y altamente
conservados. Aurora B es un componente esencial del complejo y representa una de las quinasas
estudiadas mas intensamente. Durante la mitosis, el CPC coordina distintos procesos como la
alineacién y segregacién cromosdmica adecuada, la modificacion de histonas y la citocinesis
(Keder and Carmena, 2013; Kitagawa and Lee, 2015). Se ha visto la existencia de homdlogos a
estos componentes en Trypanosoma brucei, y en total forman un complejo de 5 proteinas (CPC-
TbTLK1-TbKIN-B) que desempefia un papel clave en laregulacién de la segregacion cromosémica

en la fase temprana de la mitosis (Li et al., 2008).

3.6 Amastigogenesis intracelular y amastigogénesis axénica

La amastigogénesis ocurre en una primera instancia cuando los tripomastigotas
metaciclicos presentes en las heces de triatominos se diferencian en amastigotas dentro de las
células de los mamiferos, conocida como amastigogenesis primaria; y un proceso secundario
cuando los tripomastigotas derivados del tejido infectado invaden nuevas células y se
diferencian nuevamente a amastigotas, llamada cominmente amastigogenesis secundaria

(Navarro et al., 2003).

Dado que los amastigotas estan en estrecho contacto con el hospedero al ser las Unicas
formas intracelulares, es de relevancia poder obtener estas formas en el laboratorio para
realizar estudios que involucren preguntas relacionadas con la interaccidon hospedero patogeno,

asi como para estudiar factores involucrados en la invasion y mantenimiento de la enfermedad
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o estudios de resistencia a diferentes drogas. Sin embargo, a pesar de su relevancia bioldgica,
muchos esfuerzos de investigacion se dirigen a estudiar la forma epimastigota dadas las
dificultades que presenta el cultivo de formas intracelulares del parasito. Actualmente los
protocolos de extraccidn y purificacidon de los amastigotas intracelulares siguen siendo largos y
tediosos, a su vez suelen producir una muy baja tasa de rendimiento y al mismo tiempo aparecen

contaminados con tripomastigotas o restos celulares.

Para mitigar esta dificultad, varios investigadores se han enfocado en obtener
amastigotas en cultivo axénico a partir de tripomastigotas celulares o metaciclicos. Sin embargo,
existe controversia de si los amastigotas axénicos son un buen modelo representativo de
amastigotas intracelulares, ya que se han encontrado diferencias morfoldgicas, de crecimiento
y en cuanto a diferentes caracteristicas bioquimicas (Engel et al., 1987; Navarro et al., 2003;

Takagi et al., 2019).

Para el caso de un organismo cercano como Leishmania spp., la comunidad cientifica ain
no ha alcanzado un consenso sélido en cuanto a la utilizacién de estos modelos axénicos, por lo
que se recomienda ejercer un alto nivel de criterio en su utilizacidon y precaucién en la
interpretacion de resultados. Esto se debe a que los modelos axénicos actualmente disponibles
aun no logran replicar completamente el entorno intracelular del parasito (Dias-Lopes et al.,

2021).

Aungue se conocen las caracteristicas basicas del proceso de amastigogenesis, todavia no
estan definidos en profundidad los mecanismos moleculares implicados (Hernandez-Osorio et
al., 2010). Varios investigadores han estudiado algunos de los factores que representan estrés
fisioldgico para el parasito y han demostrado que la temperatura, las condiciones nutricionales
y el pH estimulan la diferenciacidn durante la amastigogénesis (Contreras et al., 2002; Minning

et al., 2003; Navarro et al., 2003; Tomlinson et al., 1995).

Los protocolos de obtencion de amastigotas axénicos se vienen desarrollando hace mas
de 20 afios. Ya en la década de los 80’ Fernando Villalata y Felipe Kierszenbaum cultivaban
amastigotas extracelulares, impulsados por la necesidad de aumentar el rendimiento de
pardsitos colectados en las infecciones e idealmente suplantar los tediosos procedimientos de
purificacién (Villalta and Kierszenbaum, 1982). Tiempo después Tomlinson y colaboradores
describieron cambios morfoldgicos y ultraestructurales a lo largo del proceso de diferenciacion
(Tomlinson et al., 1995). Confirmaron mediante microscopia electrénica de transmision (SEM) y
analisis antigénico que la incubacion de tripomastigotas derivados del cultivo tisular en medios

acidos a 37°C, aceleraba en gran medida la transformacion morfoldgica, y que ademads también
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promovia la adquisicién y pérdida de antigenos especificos de membrana. El método consistia

en incubar tripomastigotas celulares en DMEM que contiene 0,4% BSA (DMEM-BSA).

En 2002 el grupo de Contreras produjo amastigotas axénicos a partir de tripomastigotas
metaciclicos y que ademas comprobaron que eran morfoldgica, bioldgica y antigénicamente
similares a los amastigotas intracelulares (Contreras et al., 2002). Tanto esta ultima técnica de
amastigogenesis axénica primaria como la de Tomlinson fueron tomadas e implementadas por
Navarro, con la incorporacién de MEMTAU como medio de incubacién para la diferenciacién
secundaria (Navarro et al., 2003). Navarro ademas realizé una comparacion morfolégica de
amastigotas a partir de tripomastigotas metaciclicos y celulares. El estudio demostré que incluso
cuando los tripomastigotas metaciclicos y del torrente sanguineo comparten ciertas
propiedades biolégicas y morfoldgicas, la amastigogénesis primaria y secundaria axénica
aparentemente muestran diferentes procesos de desarrollo, lo que sugiere que sus mecanismos

intracelulares que impulsan la diferenciacidn son diferentes.

Hernandez-Osorio utilizé hgDMEM a diferentes pH y sin o con diferentes concentraciones
de FBS para provocar la diferenciacién de los tripomastigotas celulares bajo diferentes periodos
de tiempo de incubacion. Observaron finalmente que el cultivo sin suero a pH5 estimuld las
tasas mads altas de diferenciacion en amastigotas. Bajo estas condiciones a las 12 hs post
incubacién se observé una diferenciacidon de la poblacién completa (Hernandez-Osorio et al.,
2010). El grupo de Chiribao empled un método similar, incubando tripomastigotas recién
liberados de células infectadas en medio DMEM a 37 °C bajo 5% de CO2. Observaron que
después de 24hs de incubacidn, la poblacion de pardsitos consistio exclusivamente en

amastigotas (Chiribao et al., 2012).

Hasta el momento los medios con tasas de diferenciacién mds eficientes coincidian en
inducir la diferenciacién bajo la privacién de FBS durante la incubacion. Sin embargo,
recientemente Medina y colaboradores, con el fin de estudiar la infectividad de amastigotas
extracelulares en macréfagos, generaron la diferenciacion a partir de tripomastigotas celulares
(derivados de células Vero) incubados en medio de triptosa de infusidon hepatica (LIT) a pH 5,8y

FBS al 10% durante 14 h (Medina et al., 2021).

Analizando las distintas condiciones de amastigogénesis reportadas hasta el momento,
para llevar adelante el presente trabajo decidimos combinar caracteristicas de las distintas
aproximaciones y generar una condicion de diferenciacién mas simple, incubando durante 24

horas tripomastigotas en medio RPMI completo (10% FBS).
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Hasta la fecha, no se han reportado andlisis transcriptémicos comparativos profundos de
amastigotas producidos de forma in vitro a partir de la diferenciacién de tripomastigotas
celulares o metaciclicos, con respecto al modelo intracelular. Este trabajo representa el primer

analisis transcriptdomico para la caracterizacién de un modelo axénico de amastigota.
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4  Antecedentes

Este trabajo continuda con la linea de investigaciéon de mi tesina de grado en donde se puso
a punto y se establecié una infeccién de T. cruzi en células de mamifero. En dicho trabajo se
realizé una primera caracterizacidon del modelo de amastigota axénico basado en el propuesto
por Hernandez-Osorio y colabradores en 2010. En dicho trabajo se probaron distintas
condiciones para inducir la diferenciacién, diferentes combinaciones de hgDMEM alternando
distintos pHs adicionando o no FBS a distintas concentraciones. Los tripomastigotas celulares
derivados del cultivo de células fueron incubados en dichos medios a 372C en una atmdsfera de
5% de CO2. Los autores realizaron una caracterizacion molecular y morfoldgica de las distintas
formas intermedias a distintas horas post incubacidn. Se observé que la incubacion a 379C en

hgDMEM a pH 5 sin FBS induce la tasa de diferenciacion mas eficiente.

En este trabajo se propone un modelo simplificado al de Hernandez-Osorio y colabradores
a partir de la incubacidn de tripomastigotas celulares en RPMI complementado con 10% SBF por
24 hs. El modelo fue evaluado no solo a nivel morfolégico sino también en funcién de la
expresion de proteinas de superficie. Su morfologia se determind por Microscopia Electrdnica

de Barrido (MEB) donde se confirmd su forma redondeada-ovalada (Figura 3).
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Figura 3 - Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) para amastigotas celulares (izquierda) y amastigotas
axénicos (derecha). Los métodos de obtencidn y purificacidn de estas muestras fueron los descriptos en
la seccién Materiales y métodos.

Ademads, como marcadores moleculares de diferenciacién se estudié comparativamente

la expresidn de algunas proteinas de superficie por PCR en tiempo real entre ambos modelos.
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Figura 4 - Expresion relativa a gapdh de los ARNm codificando para diferentes proteinas de superficie
usadas como marcadores de los diferentes estadios (transialidasa 40, amastina 40, mucina TcSMUGL y
proteina asociada a mucinas (MASP)). Se muestran los resultados para amastigotas celulares (A), y
amastigotas axénicos (B) y tripomastigotas derivados de células (C). Las barras representan el promedio
de tres experimentos independientes, cada uno realizado en replicas técnicas con su correspondiente
desvio estandar.

Estos resultados fueron muy alentadores ya que se observa cémo, con respecto a GAPDH,
las proteinas de superficie se expresan menos en amastigotas que en tripomastigotas y lo
opuesto ocurre con amastina. Aunque los cambios observados difieren en magnitud, tanto
amastigotas axénicos como amastigotas celulares presentaban cambios de expresidn

consistentes con el estadio (Figura 4).

Los resultados nos motivaron a continuar con el estudio de este modelo axénico
comparando y analizando los perfiles de expresion génica de mediante RNA-Seq. Se espera de
esta manera, aportar datos en una tematica que genera controversia en la comunidad cientifica
los cuales podran ser usados por ésta para la toma de decisiones al momento de planificar

estrategias experimentales.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar a nivel molecular la validez del modelo de amastigotas axénicos mediante la
comparacién de su transcriptoma con el obtenido a partir de amastigotas celulares. Se propone
analizar y comparar el perfil de expresion génica de amastigotas axénicos con el

de amastigotas celulares mediante RNA-Seq.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtencién de ARN total de tripomastigotas celulares, amastigotas intracelulares y
amastigotas axénicos.

2. Obtencidén de perfiles de expresidn génica a nivel global por RNA-Seq

3. Busqueda de ARNs y vias de expresion diferencial en amastigotas axénicos
versus amastigotas celulares.

4. Asociar las vias y genes diferenciales con la biologia del estadio amastigotas de T. cruzi
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6 Materiales y métodos

6.1 Medios de cultivoy soluciones utilizadas

Para el crecimiento de epimastigotas de T. cruzi se utilizd el medio de cultivo
Brain-Heart Infusion-Tryptose (BHI): 33 g BHI, 3 g triptosa, 4 g Na2HPO4, 0.4 g KCl,0.3 g glucosa,
0.25 g/L hemina, 990 mL H20. La esterilizacidn se realizé por autoclavado durante 20 minutos a
121 °C. Se le adicioné ademas penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) y 10% de

suero fetal bovino (SFB) tratado 15 minutos a 652C para la inactivacion del complemento.

Para el crecimiento de células de mamifero se utilizd medio de cultivo RPMI el cual
también se le adiciond penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pug/mL) y 10% de SFB tratado

15 minutos a 659C para la inactivacion del complemento (Batista, 2015).

Para la preparacién del PBS 1X: 0,145 M NaCl, 0,0027 M KCl, 0,0081 M Na2HPO4, 0,0015
M KH2PO4, pH 7,4

6.2 Cultivo de diferentes formas de T. cruzi

6.2.1 Cultivo de epimastigotas

Epimastigotasde T. cruzide lacepa CLBrener (Zingales, et al., 1997)fueron
mantenidos en cultivo en fase exponencial de crecimiento (2x107 parasitos/mL). Los cultivos
fueron diluidos 1:10 con medio BHI fresco suplementado con 10% de SFB descomplementado y

penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL) cada tres dias y conservados a 28°C.
6.2.2 Cultivo de células de mamifero

Para el cultivo de células de mamifero, se dispuso de células VERO CCL-81 (linea celular
proveniente de tejido renal derivado de un mono verde africano adulto) las cuales fueron
mantenidas en medio RPMI completo anteriormente descripto, e incubadas a 379C en una

atmésfera de CO2 al 5% (Batista, 2015). El cultivo en confluencia fue lavado con PBS 1X,

tripsinizado, diluido y nuevamente sembrado para su mantenimiento.

6.2.3 Infeccion de células de mamifero (infeccidn primaria)
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Para las infecciones de células VERO se utilizaron parasitos obtenidos de cultivos de
epimastigotas sujetos a estrés nutricional (fase estacionaria de al menos 20 dias). Se dispuso de
un cultivo de células VERO crecidas en monocapa (50% confluencia) y se infectaron con parasitos
en una razon de al menos 100 parasitos/célula. Se retird el medio luego de las 24 hs, se lavé con

PBS y se colocé medio RPMI completo nuevo.

6.2.4 Infeccion de células de mamifero con tripomastigotas celulares (infeccion
secundaria)

Teniendo un cultivo de células VERO previamente infectado con epimastigotas de fase
estacionaria, se colecté el sobrenadante 6-7 dias post-infeccion (Pl) para extraer los
tripomastigotas celulares. Su purificacion se llevé a cabo por centrifugaciéon a 3.000 g por
15 minutos (Batista, 2015). Se mantuvieron 3 cultivos creciendo en paralelo de manera de

obtener luego 3 réplicas bioldgicas.

Se infectaron las células VERO con tripomastigotas celulares previamente purificados en
una razén de al menos 10 parasitos/célula (Batista, 2015). A las 24 hs PI, se retird el medio, se

lavé con PBS 1X y se colocd medio RPMI completo fresco.

6.3 Obtencion de las distintas muestras

6.3.1 Extracciéon de amastigotas intracelulares

Para obtener el perfil de expresidn génica de los amastigotas intracelulares, se
implementé la técnica Dual RNA-Seq (Li et al., 2016; Westermann and Vogel, 2018). La misma
consiste en la extraccion y el posterior secuenciado del ARN total de la célula infectada,
conteniendo ARN del parasito y ARN de la célula hospedera. De esta manera se simplifica el
protocolo al evitar la purificacion de los parasitos intracelulares, lo cual no solo es tedioso, sino
gue ademas puede llevar cambios en la expresién génica de los amastigotas. Las herramientas

bioinformaticas permiten luego filtrar aquellas lecturas que provengan de T. cruzi.

Brevemente, se lavd una infeccion de células VERO con T. cruzi a las 72 hs Pl 2 veces con
PBS 1Xy se tripsinizd. Luego se centrifugd a 1.500 g por 10 minutos y se resuspendié en 1 mL de

Trizol para posterior extraccion de ARN. El procedimiento se realizé por triplicado.
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6.3.2 Obtencién vy purificacidon de tripomastigotas celulares

Se lavé una monocapa de células VERO infectadas con PBS 1X previo a la salida de los
tripomastigotas celulares (5 dias Pl) y se colecté cuidadosamente el sobrenadante conteniendo
los tripomastigotas, sin distorsionar ni “barrer” la monocapa de células. Los amastigotas
extracelulares (EAs) contaminantes suelen quedarse adheridos a las células de la monocapa, y
al tomar muy delicadamente el sobrenadante se evita arrastrarlos y llevarlos junto con los
tripomastigotas. Luego ese sobrenadante se centrifugo a alta velocidad (4000xg por 10 minutos

a 4°C) para colectar en el pellet los tripomastigotas celulares.

6.3.3 Obtencidn y purificacion de amastigotas axénicos (in vitro)

Los amastigotas axénicos fueron obtenidos por amastigogenesis in vitro mediante una
modificacién al método de Hernandez-Osorio y Medina (Hernandez-Osorio et al., 2010; Medina
et al., 2021). Brevemente, se incubaron tripomastigotas celulares en RMPI completo a 37 2C
durante 24 hs. Posteriormente, se centrifugd a 3.000 g por 10 minutos y se incubd a 37 oC
durante 2 hs. Se resuspendid el pellet, conteniendo los amastigotas axénicos purificados en 1 mL
de PBS 1X, luego se centrifugd nuevamente a 3.000 g por 10 minutos y se resuspendié en 1 mL

de Trizol para posterior extraccion de ARN. El procedimiento se realizd por triplicado.

6.4 Extraccion de ARN y evaluacion de calidad

Para la extraccion de ARN se siguio el protocolo TRIzolTM Reagent (Invitrogen) indicado
por el fabricante, y para las tres muestras (tripomastigotas celulares, amastigotas intracelulares
y amastigotas axénicos) se procedioé de la misma forma. Brevemente, se tomd una concentracién
de 2x107 parasitos solubilizados en 1 mL de Trizol, provocando asi la lisis celular. Se agregd
cloroformo separandose la mezcla en dos fases, una organica conteniendo las proteinas y, otra
acuosa conteniendo el ARN. Se aislé la fase acuosa y se precipité el ARN con isopropanol.
Finalmente, el ARN se lavé con etanol 75% y se solubilizé en H,0 libre de nucleasas. La extraccion

se realizé a para 3 muestras bioldgicas en los 3 modelos celulares.

Para eliminar las trazas de ADN del ARN extraido, las muestras se trataron con el
kit DNAfree (Thermo Fisher Scientific), segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente,
se traté el ARN con Tampdn de ADNasa | y ADNasa | y posteriormente se agregd un inactivador

de la enzima, el cual por centrifugacidon permitio obtener el ARN aislado en la fase acuosa.
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La cuantificacion del ARN obtenido se realizé6 mediante medidas de absorbancia a 260 nm
en NanoDropTM Lite Spectrophotometer de Termo Scientific. Para determinar la pureza de las
muestras se tuvo en cuenta el cociente Abs260/Abs280, considerando como pura aquella
muestra cuya relacidn es mayor o igual a 2 por tratarse de ARN. En paralelo las muestras fueron

analizadas por un Agilent 2100 Bioanalyzer.

6.5 Retrotranscripcion del ARNmy PCR en tiempo real

Para la evaluacién de los distintos protocolos de amastigogenesis axénica (6.8 - Busqueda
de genes de expresion diferencial) se estudid la expresion de distintos genes por gRT-PCR. Los
primers fueron disefiados usando la herramienta online Primer3Plus

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).

La generacidn del ADN copia (cDNA) se llevé a cabo usando SensiFAST cDNA Synthesis Kit
(BIO-65054) que contiene una mezcla particular de hexameros al azar y oligo-dT como
cebadores. Brevemente, se mezclé 1 pg de ARN molde (previamente tratado con DNAsa
(utilizando TURBO DNA-free™ Kit)) con 4 uL de tampdn de reaccion 5x TransAmp Buffer para la
transcriptasa reversa y 1 plL de la enzima, llegando un volumen final de 20 pL. Se incubé dicha

mezcla durante 10 minutos a 25 2C, 15 minutos a 412Cy 5 minutos a 852C.

La evaluacién de la expresidn de estos genes seleccionados (Anexo Tabla 1) por gRT-PCR
se determiné usando SensiFAST SYBR Hi-Rox Kit (Bioline). Dicho kit contiene la sonda
fluorescente SYBR Green, hot start DNA polimerasa, el tampdn especifico y los dNTPs necesarios
para la reaccién. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen final de 10 pL conteniendo
los cebadores en una concentracion final de 0,4 uM. El primer paso de la reaccién es una
incubacién a 952C durante 10 minutos para activar la polimerasa, y luego 40 ciclos a 959C por
15 segundos para desnaturalizar las hebras seguido de 1 minuto a 602C para la hibridacion de
los cebadores. Las reacciones se llevaron a cabo en un BIO-RAD CFX96 Real Time PCR y los datos

obtenidos fueron procesados con CFX Manager™ Software.
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6.6 Secuenciacion y tratamiento inicial de los datos

Las muestras fueron enviadas para su secuenciacién en la plataforma HiSeq 2000
(llumina®), servicio prestado por la empresa Macrogen, Korea. Las librerias fueron construidas

por el mismo Servicio de secuenciacion usando TruSeq RNA Sample Prep Kit v2.

Los datos crudos de secuenciacion fueron procesados de acuerdo con protocolos
estandares de andlisis. La calidad de las lecturas obtenidas se evalué por FastQC, el
procesamiento inicial y el filtrado de estas se realiz6é con trim_galore
(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore). Para el filtrado de lecturas se utilizo --1ength
30, eliminando aquellas lecturas que tuviesen un tamafio menor a 30 pb luego del trimeado por

calidady --phred33 260.

6.7 Obtencién de lecturas para analisis de niveles de expresién

HISAT2 (Kim et al., 2015) se utilizé para alinear las lecturas previamente filtradas con el
genoma de referencia CL-Brener (haplotipo Esmeraldo-Like, release 39 descargado de
TriTrypDB) y la herramienta samtools para ordenar e indexar el mapeado. Las lecturas
mapeadas por gen fueron contadas utilizando HTSeq-count

(https://github.com/genepattern/HTSeq.Count) (Anders et al., 2015), utilizando como caracter

de conteo los genes (feature type CDS, -t gene). Cdmo nuestros datos de RNA-Seq no
se hicieron con un protocolo de hebra especifica, para el conteo se utilizd la opcidn --
stranded=no. EL resto de los parametros fueron utilizados por defecto. El programa necesita
como archivos de entrada: el mapeo generado por HISAT2 (.sam/.bam) y el archivo de anotacion
del genoma (.gff). Finalmente, construyd una tabla con los identificadores de cada uno de los

genes (ID, filas) y el nimero de lecturas mapeadas sobre cada gen (columnas).

6.8 Busqueda de genes de expresién diferencial

El analisis estadistico y la busqueda de genes expresados diferencialmente se llevé a cabo
con el paquete de R/Bioconductor, DESeq2. Para trabajar en este programa se preparé la tabla
de entrada, que en este caso consiste en los ID (filas) y los conteos de lecturas por gen
(columnas) para cada condicién y réplica. Una vez en R, se cred otra tabla de referencia
especificando la condicién asignada a cada columna de la tabla anterior. Luego, se calcularon los

factores de normalizacién que el DESeq?2 utiliza para ajustar las distintas réplicas y condiciones
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para que las mismas se vuelvan comparables. Los valores normalizados fueron ajustados a un
modelo de distribucién binomial negativa que permite la comparacién de estos entre las
condiciones estudiadas. De esta manera se obtuvieron los siguientes valores para cada gen: el
cambio en el nivel de expresion entre dos condiciones expresado en logaritmo en base dos del
Fold Change (log2FC), el pval que representa el p-valor de la significancia estadistica de dicho
cambio, y el padj, que es el p-valor ajustado para multiples pruebas usando la correccién de

Benjamini-Hochberg (False discovery rate; FDR).

6.9 Analisis funcional

Para la identificacion de los transcriptos obtenidos se buscé su clasificacidn respecto a su
patrén de expresion y funcionalidad utilizando herramientas publicas de analisis de
enriquecimiento funcional. Existen varias herramientas desarrolladas para el analisis de listas de
genes expresados diferencialmente. En este trabajo se utilizaron herramientas disponibles en la
base de datos de tripanosomatidos TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app) A partir de
las listas de genes diferencialmente expresados se obtuvieron los términos GO y KEGG mas

enriquecidos con un p-valor menor a 0,05.
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7 Resultados y discusion

7.1 Obtenciony evaluacidon de muestras para secuenciar

Luego de infectar una monocapa de células de mamifero VERO con un cultivo de
epimastigotas de T. cruzi sometido a estrés nutricional por ~20 dias y realizar sucesivas
infecciones con tripomastigotas celulares, se logré establecer una infeccién estable de células

VERO con T. cruzi.

Habiendo logrado establecer una infeccion de T. cruzi en células de mamifero, para
cumplir con el Objetivos especificos 1, se extrajo ARN total segun
protocolo TRIzolITM Reagent (Invitrogen), detallado en Materiales y métodos, a partir de
tripomastigotas celulares, amastigotas axénicos y amastigotas celulares. La metodologia de

obtencidn y purificacidn de las muestras también se detalla en Materiales y métodos.

Se decidid incorporar al estudio la muestra de tripomastigotas celulares, con el fin de
mejorar la comparacién posterior en el andlisis estudiando asi el proceso de diferenciaciéon

desde tripomastigota hacia cada modelo de amastigota.
- Cantidad y calidad de los ARNs obtenidos

Una vez obtenido el ARN purificado, se procedid a evaluar su integridad y cantidad. La
calidad de las muestras de ARN es fundamental en el contexto de los analisis de expresion
génica, en particular mediante RNA-Seq. La cantidad e integridad del ARN total extraido con
Trizol y tratado con ADNsa fue analizada en un Agilent 2100 Bioanalyzer, empledndose un
Agilent RNA 6000 Nano Chip (Agilent) (Figura 5). El valor del nimero de integridad del ARN (RIN)
facilita la determinacién objetiva de la calidad del RNA que se utilizard en experimentos
posteriores. Este valor va desde el 1 al 10 y se basa, entre otras caracteristicas, en la
cuantificacion de productos de degradacién del ARN a lo largo de toda su migracion
electroforética. Entre ellas se destaca la relacidon de los ARN ribosomales 18S y 28S, que se
encuentran en muestras de ARN eucariota. En este caso, si bien T. cruzi es un organismo
eucariota, sus caracteristicas ancestrales lo diferencian en ciertos aspectos de su biologia
molecular, como la presencia de ARNr de tamanos diferentes a los hallados en otros eucariotas.
Por este motivo, el valor RIN calculado de forma automatica por el software del equipo no es
cercano a 10, a pesar de que los electroferogramas obtenidos muestran un ARN integro y de

buena calidad (Figura 5, Anexo Figura 1)
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Figura 5 - Control de calidad de las muestras de ARN total. Fueron corridas en un Chip RNA Nano 6000
(Agilent 2100 Bioanalyzer). Para todas las muestras se observan las tres bandas correspondientes a los
ARN ribosomales a la altura de 2000 pb. Detalle de los carriles, de izquierda a derecha: MPM,
tripomastigota 1,2 y3; amastigota celular 1,2 y 3; amastigota axénico 1,2 y 3. El desfasaje del carril 4 es un
error en el software de andlisis del equipo, el cual detecta de forma incorrecta el pico correspondiente al
marcador de bajo peso molecular (verde). Esto no estd asociado a la calidad de las muestras.

Asimismo, se distinguen en mayor medida los ribosomales de mamifero correspondiente
a las células VERO en las muestras de amastigotas celulares (carriles 4, 5 y 6), como es de

esperar, y en menor medida los ribosomales esperados de T. cruzi.

El ARN extraido tuvo una concentracion aproximada de 150 ng/uL para tripomastigotas y
amastigotas axénicos, y ~900 ng/ul para amastigotas celulares. La integridad del ARN de todas
las muestras fue adecuada para superar el control de calidad y proceder a la secuenciacion de
fragmentos pareados en un secuenciador Hiseq2000. Las bibliotecas y la secuenciacidon de las

muestras fueron realizadas usando el servicio de la compafiia Macrogen.

7.2 Evaluacion de calidad y tratamiento de los datos

Una vez obtenidos los datos de RNA-Seq crudos, estos se procesaron de acuerdo con

protocolos estandares de andlisis. Para cumplir con el Objetivos especificos 2, primero se
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procedid a realizar una evaluacién de la calidad de la secuenciacidn y un tratamiento inicial de
los datos. Se obtuvo un nimero considerable de lecturas en la corrida, entre 40 y 70 millones de
lecturas por muestra, las cuales fueron evaluadas utilizando FastQC (https://github.com/s-
andrews/FastQC) (Figura 6A). Dicho programa aporta diversos graficos relacionados a la calidad
y caracteristicas generales de las lecturas obtenidas. Se removieron aquellas lecturas demasiado

cortas o de baja calidad utilizando trim_galore (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore),

asi como también posibles adaptadores que hayan quedado debido al proceso de secuenciacién.
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Figura 6 - Representacion grafica de la calidad de las lecturas por FastQC. A. Antes del procesamiento. B.
Después del procesamiento por trim_galore. La region verde indica los mejores valores de calidad, los
cuales decrecen de amarillo a rojo (figuras a la izquierda).

Luego del tratamiento de las secuencias, se corrid nuevamente el FastQC para verificar la
calidad de las secuencias procesadas (Figura 6B). Este procesamiento generd pocos cambios en
las lecturas, lo cual es esperado considerando la buena calidad inicial de las mismas. De todas
formas, se filtraron algunas lecturas de mala calidad, ~4.700 en promedio para todas las

muestras y se continud trabajando con estas ultimas.

Asimismo, luego de este primer filtrado por calidad, podemos ver como el procesamiento

cambia sutilmente el largo de las lecturas. En promedio se reducen ~10pb (Figura 7).
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Figura 7 — Distribucion del largo de las lecturas en pares de bases, antes del procesamiento (izquierda) y
luego del procesamiento (derecha).

7.3 Perfiles globales de expresion génica

Una vez procesadas las lecturas crudas, se procedid a realizar el mapeo de las lecturas

filtradas sobre el genoma de referencia disponible en el momento de la realizacion de este paso

de analisis (CL Brener). Se indexaron ambos haplotipos Esmeraldo-like y Non-Esmeraldo-Like, y

se mapearon las lecturas contra el genoma concatenado utilizando HISAT2. Los porcentajes de

mapeo resultantes fueron los esperados, donde amastigotas axénicos y tripomastigotas

celulares presentan un mayor porcentaje de mapeo (~¥90%) en comparacidn con los amastigotas

celulares (~18%) (Tabla 1). Esto es producto del procedimiento de la técnica Dual RNA-Seq,

donde se extrae ARN total de la célula infectada. Por consiguiente, en la muestra se encuentra

la presencia de ARN del parasito, y en mayor proporcidon ARN de la célula hospedera. Valores

similares han sido reportados por otros grupos de investigacion (Li et al., 2016).

muestra %mapeo (%) | #lecturas mapeadas
Tripomastigota 1 91,3 17.191.895
Tripomastigota 2 90,8 14.461.603
Tripomastigota 3 91,2 13.789.438
Ama. Celular 1 18,3 6.698.321
Ama. Celular 2 18,4 5.687.136
Ama. Celular 3 17,8 6.148.428
Ama. Axénico 1 91,3 15.277.328
Ama. Axénico 2 91,6 17.965.453
Ama. Axénico 3 92,3 23.131.932

Tabla 1 - Lecturas mapeadas al genoma de referencia CL-Brener para las distintas muestras
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Para el conteo de las lecturas mapeadas se utilizé6 HTSeq-count (Anders et al., 2015), que
permite obtener una tabla que contiene los IDs de los genes y el correspondiente nimero de
lecturas mapeadas, para la posterior busqueda de genes diferenciales. Para este conteo se
utilizé el archivo de anotacidn correspondiente al haplotipo Esmeraldo-like y se contabilizaron

las lecturas mapeadas en regiones codificantes (CDS).

El analisis de expresion génica diferencial se llevd a cabo con el paquete de
R/Bioconductor, DESeq2, el cual calcula los factores de normalizacion para ajustar las distintas
réplicas y condiciones para que las mismas se vuelvan comparables. Luego de filtrar genes con
bajo nimero de lecturas (<1 lectura normalizada/CDS) en todas las condiciones la lista final

cuenta con ~9.800 genes los cuales fueron usados para analisis posteriores.
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Figura 8 — Visualizacidn global de los datos. A. Analisis de componentes principales. B. Agrupamiento
jeradrquico de las muestras.

Con el fin de identificar tendencias globales de los datos, se llevd a cabo un analisis de
componentes principales (PCA) permitiendo obtener una representacion de las distancias

relativas entre las distribuciones de las diferentes muestras (Figura 8A). Por otra parte, se realizo
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un analisis de agrupamiento jerdrquico cuyo resultado se muestra como un heatmap en la
Figura 8B. En cuanto a las réplicas bioldgicas, el PCA revela que las mismas se agrupan bien entre
ellas, identificdndose claramente tres poblaciones diferentes (Figura 8A). Aunque el PCA
muestra que los 3 grupos estan aproximadamente equidistantes entre si, en el heatmap se

observa que los amastigotas axénicos se agrupan con los tripomastigotas celulares (Figura 8B).
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Figura 9 - Visualizacidn de la expresion génica diferencial global para todas las comparaciones. En el eje Y
se representa el log2 de la tasa de cambio (log2FC) y en el eje X se representa la media de los conteos
normalizados. Los puntos coloreados representan genes con un p-adj < 0.05y FC >= 1,5 (rosado) o FC <=
0,67 (celeste) A. Amastigota Celular vs. Tripomastigota Celular. B. Amastigota Axénico vs. Tripomastigota

Celular o. C. Amastigota Celular vs. Amastigota Axénico.
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Se identificaron aquellos genes diferencialmente expresados (DEGs) con un FC>=1,5y <=
0,67; ademas de tener un FDR < 0,05 para todas las comparaciones. La Figura 9 muestra un
grafico MA, que representa la tasa de cambio entre las condiciones (como log2FC, eje y) y la
media de la expresidon en los conteos normalizados (eje x) para cada gen. Si bien ambos
amastigotas cuando son comparados con tripomastigotas presentan un perfil similar, en donde
se observa un mayor nimero de genes regulados negativamente en comparacién con aquellos
regulados positivamente, se puede observar que el nimero de genes sobreexpresados aumenta
para la comparacién de los amastigotas celulares. Ademas, la magnitud en los cambios de
expresion de ambas comparaciones es mayor para los genes regulados negativamente (Figura

9A vy Figura 9B).

El nimero de genes identificados como diferenciales en las comparaciones se muestra en

la Figura 10.
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Figura 10 - Genes diferencialmente expresados de amastigotas axénicos y amastigotas celulares cuando
son comparados entre si y con tripomastigotas celulares. Para todas las comparaciones se tuvo en
consideracién un FDR<0,05yun FC>=a 1,5y <=a0,67.

Como se menciond antes, tanto amastigotas axénicos como celulares presentan una gran
regulaciéon negativa de genes cuando son comparados con los tripomastigotas. A su vez,
alrededor de 1700 genes estan diferencialmente expresados entre amastigotas celulares y

axénicos.

Ademads, se analizé la magnitud del cambio en la expresidn en las diferentes

comparaciones. Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Si bien el promedio del cambio es similar para axénicos y celulares (FC entre 1.5y 2), se
observa que estos Ultimos presentan varios genes con grandes tasas de cambio que influyen en

que la distribucién se mueva hacia valores de FC mayores (Figura 11A).
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Figura 11 — Valores de expresion representados en BoxPlots. Se graficaron los genes diferencialmente
expresados para las comparaciones Amastigota Celular vs. Tripomastigota y Amastigota Axénico vs
Tripomastigota con un FDR < 0,05. A. Genes sobreexpresados (log2FC >= 0,58). B. Genes subexpresados
(log2FC <= 0,58). Se utilizo el test Mann-Whitney para analizar la significancia entre las comparaciones.

Para aquellos genes que disminuyen diferencialmente hay una tendencia similar. Sin

embargo, la diferencia es mas sutil y no es estadisticamente significativa (Figura 11B).

Al manejar distintos nimeros de genes en las comparaciones, decidimos hacer la misma
comparacion, pero tomando los genes de las intersecciones. Para eso cruzamos las listas de los
genes que estaban regulados negativamente tanto ara Axénico vs Tripomastigotas como para

Celular vs Tripomastigota (Figura 12).
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Figura 12 - Valores de expresion representados en BoxPlots. Se graficaron los genes diferencialmente
expresados para la interseccién de las comparaciones Amastigota Celular vs. Tripomastigota y
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Amastigota Axénico vs Tripomastigota con un FDR < 0,05. A. Genes sobreexpresados (log2FC >=0,58). B.
Genes subexpresados (log2FC <= 0,58). Se utilizd el test Mann-Whitney para analizar la significancia
entre las comparaciones.

Cuando se compara la distribucién de la expresion de genes que estdn regulados
positivamente compartidos en ambas muestras, se identifica un patrén similar, donde la media
de FC para los celulares es mayor. Por el contrario, para los genes regulados negativamente se

observa una tendencia no significativa de disminucién de los FC en los celulares.

Por lo tanto, podemos concluir que ademads de observarse un mayor nimero de genes
diferencialmente expresados en amastigotas celulares, para el caso de los genes regulados

positivamente su nivel de cambio es de mayor magnitud.

Dado que los genes pertenecientes a familias multigénicas suponen un desafio para los
algoritmos de mapeo y por lo tanto para su cuantificacidn precisa, que pueden llevar a sesgos
en la normalizacidn de los datos, se realizaron analisis de expresion diferencial eliminando estos

genes del andlisis (transialidasas, mucinas, metaloproteasas y proteinas MASP).
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Figura 13 — Analisis de los componentes principales luego de un estudio diferencial sin tener en cuenta
los conteos de genes para las familias multigénicas.

En el PCA resultante, las muestras siguen estando alejadas, incluso el agrupamiento de
réplicas de los axénicos se observa aun mas cerca del de los tripomastigotas (Figura 13). Con
respecto a los DEGs, no se observé un aumento significativo en el nimero de genes diferenciales
y representaron mayormente los mismos IDs. Por lo tanto, el filtrado de los genes

correspondientes a proteinas de superficie no mejora la sensibilidad del ensayo (Figura 14).
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Figura 14 - Genes diferencialmente expresados de amastigotas axénicos y amastigotas celulares
cuando son comparados entre si y con tripomastigotas celulares. Para todas las comparaciones se tuvo
en consideracion un FDR < 0,05y un FC>=a 1,5y <= a 0,67. Este andlisis diferencial se realizé sin tener
en cuenta los conteos de genes para las familias multigénicas.

Teniendo en cuenta este Ultimo resultado, los proximos analisis seran realizados en base
a los DEGs obtenidos del analisis diferencial con todos los genes, incluyendo a las familias de

genes multigénicas.

7.4 Procesos bioldgicos diferenciales entre amastigotas celulares y axénicos

La ontologia génica (GO) representa términos de funciones relacionadas entre si de
manera ordenada, las cuales tienen como objetivo describir las caracteristicas bioldgicas de las
proteinas que son codificadas por los distintos genes. La ontologia de genes consta de tres
categorias independientes: componentes celulares, funciones moleculares y procesos biolégicos

en el cual dichos genes se encuentran involucrados.

Cuando las listas de genes diferenciales obtenidos en la seccidn anterior son analizadas
buscando términos sobrerrepresentados de ontologia génica, se observa que dichos estudios
correlacionan muy bien con los procesos celulares esperados para el estadio amastigota y

procesos vinculados a la amastigogénesis.

En cuanto al analisis de los genes subexpresados en amastigotas tanto axénicos como

celulares, los términos GO sobrerrepresentados se correlacionan con el proceso de
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amastigogénesis (Figura 15; Anexo - Tabla 2 y 3). Entre otras, se identifican funciones
moleculares como actividad metalo y endopeptidasa, y procesos biolégicos como glicosilacién
proteica y adhesién celular. El andlisis de los genes que generan el resultado de
sobrerrepresentacion de estas categorias muestra que los mismos consisten fundamentalmente
en las glicoproteinas de superficie propias del estadio tripomastigota, ya que las mismas
alcanzan un 75% de los genes subexpresados en ambos amastigotas. Tanto el modelo axénico
como el celular presentan esta regulacion negativa masiva de un gran nidmero de genes de
familias multigénicas de superficie como es esperable para esta transicion (Anexo - Figura 4).
Este resultado explica lo observado en la seccidn anterior donde el PCA obtenido cuando las
proteinas de superficie no son consideradas (Figura 13) muestra una mayor distancia entre los

amastigotas.

Transporte de azlicares como la glucosa, es otro de los procesos que se ven
subrepresentados en nuestros ensayos en ambos amastigotas (Figura 15; Anexo - Tablas 2y 3),
resultado consistente con estudios previos (Silber et al., 2009). A pesar de que se ha
comprobado que estos parasitos pueden utilizar las reservas de hexosa del hospedero, la hexosa
como fuente de carbono potencial para estos parasitos se ha descartado. Esto se debe a que la
glucosa se considera un componente insignificante en las células de mamiferos y no se han
identificado transportadores de glucosa sobreexpresados en los amastigotas. En ambos
modelos se identifican transportadores de hexosa regulados negativamente (TcCLB.511041.40,

TcCLB.508551.39, TcCLB.508551.30).
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Figura 15 - Términos de Ontologia Génica (GO) para genes subexpresados en amastigotas axénicos (panel
superior) y celulares (panel inferior) cuando son comparados con tripomastigotas. Se detallan aquellos
procesos sobrerrepresentados de acuerdo con las tres clasificaciones de GO (BP: procesos bioldgicos, CC:
componentes celulares, MF: funciones moleculares). El analisis se realizd utilizando TriTrypDB y la

visualizacion en R.

Asimismo, proteinas flagelares se identifican entre los genes regulados negativamente en

ambos modelos. Curiosamente para los genes flagelares, se observan diferentes perfiles entre

estos amastigotas. Mientras que para los axénicos todos los genes paraflagelares y de

membrana flagelar (Ej. TcCLB.507711.20, TcCLB.509067.60, TcCLB.511215.119) se encuentran

regulados negativamente, en los celulares estos grupos de genes parecen tener un perfil dual.
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La mayoria de los transcriptos flagelares se observan subexpresados (Ej. TcCLB.504153.260,

TcCLB.506221.70), sin embargo, algunos de ellos se encuentran regulados positivamente (E;j.

TcCLB.510323.20, TcCLB.509805.100). Este mismo fendmeno se observa al estudiar los GOs

(Figura 15). Mientras que términos como movimiento ciliar, estructura proteica flagelar y cilia

movil se encuentran sobrerrepresentados en procesos subregulados para los axénicos, esto no

se observa en celulares.
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Figura 16 - Términos de Ontologia Génica (GO) para genes sobreexpresados en amastigotas axénicos
(panel superior) y celulares (panel inferior) cuando son comparados con tripomastigotas. Se detallan
aquellos procesos sobrerrepresentados de acuerdo con las tres clasificaciones clasicas de GO (BP:
procesos bioldgicos, CC: componentes celulares, MF: funciones moleculares). La busqueda de términos
GOs se realizé utilizando TriTrypDB.

Al tratarse de una poblacién intracelular heterogénea, luego de 72hs Pl posiblemente
algunas formas sean amastigotas replicativos, mientras que algunas otras, se encuentren
transicionando hacia el estadio tripomastigota. La regulacién contraria de genes flagelares en
amastigotas celulares podria indicar, que la expresién de los genes responsables de la aparicién
del flagelo es una de las primeras sefiales de diferenciacidn hacia tripomastigota, y ocurre en
etapas tempranas. Dado que el estadio amastigota es traduccionalmente mds activo que los
tripomastigotas, la observacién inicial podria indicar que los genes comienzan a expresarse en

este estadio en preparacion hacia la transicidn a tripomastigotas.

Cuando se analizan aquellos DEGs regulados positivamente en ambos amastigotas cuando
son comparados con tripomastigotas, entre otros se observan procesos enriquecidos que
involucran transporte y trafico celular de moléculas como distintos compuestos organicos e
iones (Figura 17). Interesantemente, el gen que codifica para la proteina TcCLB.509197.39, no
solo es uno de los transportadores catidonicos mas expresados en ambos amastigotas, sino que
representa el tercer gen mas expresado para los amastigotas axénicos. Li y colaboradores,
también identifican a este transportador catidnico como uno de los genes mds expresados en
amastigotas (Li, 2016). Visto esta coherencia en los resultados, podria ser interesante
profundizar en su estudio. Junto a estos procesos de transporte anteriormente mencionados, se
ven ademas sobrerrepresentados términos ontoldgicos asociados a estructuras celulares como

complejos del poro y vesiculas.

Se identifican procesos sobrerrepresentados esperados para el metabolismo energético
del amastigota, como procesos biosintéticos y metabdlicos de acidos grasos y de esteroles,

respectivamente (Figura 16).

Asimismo, para ambos amastigotas se observan sobrerrepresentados términos
ontoldgicos vinculados al metabolismo del ADN y a procesos asociados al ciclo celular, como
replicacion del ADN, segregacién y organizacion de los cromosomas y ciclo celular mitético. Si
bien estos procesos se encuentran presentes en ambos, los términos de ontologia en celulares
presentan una representacion mayor de genes en las categorias y una significancia mayor en los
resultados (Figura 16). Por otro lado, procesos claramente vinculados a la divisién como los GOs

correspondientes a proliferacion y divisién celular solo se ven mads representados en
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amastigotas celulares. Estos procesos bioldgicos denotan la existencia de un ciclo celular activo
y de un amastigota celular replicativo. Cuando se observan en detalle cudles son estos genes
regulados positivamente, se identifican genes que codifican para factores de iniciacion (Ej.
TcCLB.511369.10, TcCLB.506925.120) y elongacién (Ej. TcCLB.511369.10, TcCLB.510241.60) de
la traduccién, proteinas vinculadas a la replicacidn y division celular (Ej. TcCLB.506945.80,
TcCLB.505945.10, TcCLB.507011.150, TcCLB.510737.110, TcCLB.506811.210). El hecho de que
estos procesos claves no estén sobrerrepresentados en amastigotas axénicos, podriamos
especular que posiblemente se estén activando las vias hacia la replicacién, pero todavia no se
ha finalizado la reprogramacién de la expresidn génica para completar el proceso en este

modelo.

Si bien no se observa claramente y de forma estadisticamente significativa términos
ontoldgicos asociados a los procesos replicativos a nivel nuclear en amastigotas axénicos, si se
logra identificar la activacién de algunos componentes importantes asociados al metabolismo
del ADN. Entre otros se ven regulados positivamente transportadores de nucledsidos
(TcCLB.506203.10, TcCLB.506773.50) y genes que codifican para enzimas involucradas en la
sintesis de desoxirribonucledtidos (TcCLB.504073.30, TcCLB.506933.20, TcCLB.508989.9).
También se distinguen otros genes diferencialmente expresados que podrian estar marcando el
comienzo de la activacién de procesos de divisidn y proliferacion. Por ejemplo, se identifica la
presencia de topoisomerasa IA (TcCLB.506493.80) para relajar el ADN superenrollado previo a
la replicacién, de DNA polimerasa | Alpha (TcCLB.508837.180) esencial para dar inicio a la
replicacién y la enzima ADN ligasa (TcCLB.506289.9) para catalizar el enlace fosfodiéster entre
el grupo 3'-hidroxilo extremo de una de las cadenas de ADN y el grupo 5'-difosfato del extremo
de la otra cadena de ADN. El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) aparece con un
nivel de sobreexpresion de 1,45 veces (lo cual no supera nuestro umbral establecido de
sobreexpresion), a diferencia del nivel en celulares que es de 2,01 veces, en comparacién con
tripomastigotas. Estas observaciones refuerzan la hipétesis de que la division celular todavia no
se encuentra totalmente activa en nuestro modelo de axénicos. Ademads, se distinguen enzimas
de reparacion del ADN (Ej. TcCLB.511133.4, TcCLB.508647.290, TcCLB.510311.130), de
activacion y metabolismo de la transcripcidn (TcCLB.511589.120, TcCLB.509951.49) y algunas
vinculadas a la traduccién y al correcto ensamblado de proteinas (Ej. TcCLB.510347.50,

TcCLB.509157.279, TcCLB.504147.60).

Interesantemente, en ambos modelos amastigotas se identifican ademas la presencia de
genes importantes involucrados en la regulacién de la division celular como el Complejo

cromosomico pasajero (TcCLB.506221.110) y la quinasa Aurora B (TcCLB.503799.4). Ambos

48


https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_fosfodi%C3%A9ster

representan actores esenciales para una segregacién cromosdmica adecuada y una correcta
citoquinesis. Encontrar estos genes sore-expresados en axénicos nos da un indicio de que
probablemente la activacion a la replicacion se esté iniciando y la divisién celular tal vez esté por
comenzar. Sumado a estos resultados que revelan una posible activacion temprana de la
replicacion en amastigotas axénicos, se ve la sobreexpresion de una desaminasa de guanina
(TcCLB.504431.100) involucrada en la via de salvataje de purinas. La mayoria de los genes que
codifican para estas enzimas fueron encontrados bajo una regulacion positiva en transcriptomas

de amastigotas intracelulares cuando son comparados con tripomastigotas (Li, 2016).

Los amastigotas axénicos presentan activacion de funciones relacionadas al metabolismo
del ADN mitocondrial como transporte y herencia del ADN mitocondrial, sugiriendo que la
replicacion de este organelo estaria comenzando. Esta caracteristica puede ser otro indicio de
gue este modelo axénico se encontraria en las primeras etapas de la diferenciacién hacia el
amastigota celular, ya que en kinetoplastidos la division del ADN mitocondrial ocurre previo a la
division nuclear (Wheeler et al., 2019). Entre estos genes mitocondriales se identifican genes
vinculados a la sintesis de oligonucleétidos para la sintesis de ADN mitocondrial, como
mitochondrial DNA primase (TcCLB.503831.40) y mitochondrial DNA polymerase |
(TcCLB.509589.10). Se encuentran ademas sobreexpresados otros genes que codifican para
proteinas asociadas al metabolismo mitocondrial como por ejemplo la chaperona mitocondrial
HSP60 (TcCLB.509157.279), la topoisomerasa mitocontrial de tipo Il (TcCLB.508277.370)
esencial para la segregacion del minicirculo del kinetoplasto, entre otras proteinas de asociacion
al ADN mitocontrial (TcCLB.504625.70, TcCLB.507639.30, TcCLB.510593.49, TcCLB.506925.490).
También se observa la presencia del factor de elongaciéon G mitocontrial (TcCLB.509199.10) para

la translocacion ribosomal durante la elongacion.

Por otro lado, tanto en amastigotas celulares como en axénicos se observan cambios en
la expresion de componentes centrales de la via de sefalizacion dependiente de AMPc,
indicando la activacién de procesos de diferenciacién en T. cruzi (Li et al., 2016). Entre ellos se
identifican quinasas, fosfodiesterasas y desaminasas dependientes de AMPc (Ej.
TcCLB.506227.150, TcCLB.508277.100, TcCLB.508277.100, TcCLB.410589.10, TcCLB.509805.10)
y proteinas asociadas a la enzima adenilato ciclasa (Ej. TcCLB.428999.20). Ademads, se ha
demostrado que los niveles intracelulares de AMPc regulan la resistencia de T. cruzi al estrés
oxidativo. El grupo de Alonso observaron que diferentes andlogos de AMPc mejoraron la
proliferacién de epimastigotas después de sufrir estrés oxidativo con concentraciones subletales

de perdxido de hidrégeno (Sternlieb et al., 2020).
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Interesantemente, dentro de las funciones de los genes sobreexpresados en amastigotas
encontramos las relacionadas con el metabolismo de las hexosas. Aunque se han encontrado
diferencias en el desarrollo del metabolismo energético para T. cruzi, aun se sabe poco sobre
como los amastigotas extraen nutrientes de las células hospederas y cdmo se equilibra el
metabolismo en esta etapa del ciclo de vida del pardsito. Las principales fuentes de carbono que
alimentan la produccién de energia en los amastigotas intracelulares de T. cruzi no se conocen
definitivamente. Como se ha mencionado anteriormente, se asume que como la glucosa es un
limitante en el citosol de la célula hospedera, los amastigotas intracelulares dependen de la
absorcién y metabolismo de aminodacidos y acidos grasos para obtener energia (Li et al., 2016;
Silber et al.,, 2005). En reportes previos de Li y colaboradores observan que las enzimas
glicoliticas presentan una respuesta dual. Mientras que en amastigotas tempranos (4-12 hpi) los
transcriptos para estas enzimas se reprimen rapidamente, en amastigotas tardios aumentan
rapidamente su expresion llegando a valores de log2FC 1,5. Los autores sugieren que en las
etapas replicativas probablemente se conserve cierta capacidad de glucdlisis dentro de la célula
hospedera (Li et al). En nuestro trabajo observamos que la expresion de enzimas glicoliticas para
ambos amastigotas coincide con los mismos ordenes de magnitud en las expresiones para
amastigotas tardios y replicativos del trabajo de Li (Li et al., 2016) como la 3-fosfoglicerato
quinasay la gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa, pero otras como la hexoquinasa presentan
un perfil mas parecido a los amastigotas tempranos ~4hpi. Estos resultados, junto con la
regulacién negativa de transportadores de carbohidratos, apoyan la bibliografia reportada para
los amastigotas intracelulares, en que no absorben azlcares de hexosa de la célula hospedera

(Silber et al., 2009).

Un fendmeno similar al anterior ocurre con las enzimas involucradas en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, donde se observa un pico maximo de expresion a las 24-
48 hpi para amas replicativos. Esto también sugiere que la capacidad respiratoria difiere para
estas dos etapas de la vida del parasito, y que la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial
puede ser esencial para la proliferacién de T. cruzi amastigota en células de mamiferos (Li et al.,
2016). Nuestros datos muestran que la mayoria de los genes que codifican para enzimas
involucradas en la cadena respiratoria no se ven sobreexpresados en amastigotas axénicos
cuando se los compara con los tripomastigotas, a diferencia del citocromo b5 que si estd
regulada positivamente y ademas representa el segundo gen mas regulado para los amastigotas
axénicos. Estos resultados junto con las apreciaciones anteriores sugieren nuevamente que este
modelo axénico podria no ser replicativo y representar un amastigota temprano. Sin embargo,

para el amastigota celular si se logra observar una regulacion positiva para algunas otras de las
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enzimas involucradas en la fosforilacidon oxidativa mitocondrial. Ademas del citocromo b5
(TcCLB.506773.44), aparecen aumentadas varias citocromo c oxidasas (Ej. TcCLB.506649.50,
TcCLB.510565.30), succinato deshidrogenasas (Ej TcCLB.504035.84, TcCLB.505843.24) y la
ATPase subunidad 9 (TcCLB.503579.70).

En amastigotas celulares se encuentran sobrerrepresentadas varias vias implicadas en el
metabolismo lipidico. Entre ellas se distinguen elongacién de acidos grasos, biosintesis de
ergosterol y metabolismo de alfa-acido linoleico (Tabla 2). En cuanto a la oxidacidn de acidos
grasos (AG), se logra identificar solo en amastigotas intracelulares, algunas de las enzimas
involucradas como 3-ketoacyl-CoA thiolase (TcCLB.510507.20), enoyl-CoA hydratase,
mitochondrial precursor (TcCLB.508185.10) y enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
(TcCLB.511529.160). Ninguna de estas aparece regulada positivamente en amastigotas

axénicos.

Amastigotas Celulares

ID Nombre GG % genes p-valor
genes | del total
ec00360 metabolismo de fenilalanina 12 21,8 3,79E-02
ec00240 metabolismo de pirimidina 15 23,4 1,10E-02
ec00592 metabolismo de alpha-acido linoleico 9 24,3 3,66E-02
ec00260 metabolismo de glicina, serina y treonia 11 25,0 1,77E-02
ec00220 biosintesis de arginina 7 28,0 3,09E-02
ec00310 degradacion de lisina 19 27,1 6,45E-04
ec00650 metabolismo de butanoato 12 34,3 7,23E-04
ec00280 degradacion de valina, leucina e isoleucina 12 37,5 2,77E-04
ec00480 metabolismo de glutation 18 37,5 7,40E-06
ec00062 elongacién de acidos grasos 9 47,4 2,10E-04
PWY-7211 biosintesis se novo de desoxirribonucleétidos de pirimidina 7 36,8 4,53E-05
PRPP-PWY biosintesis de histidina, purinas y pirimidinas 6 18,8 7,89E-03
SYN-PWY biosintesis de ergosterol 5 33,3 1,03E-03
PWY66-5 biosintesis de colesterol 5 35,7 7,17E-04
PWY-7229 biosintesis de novo de nucledtidos de adenosina 4 28,6 6,33E-03
PWY-7226 biosintesis se novo de desoxirribonucledtidos de guanosina 3 60,0 1,64E-03
PWY-6609 salvataje de adenina y adenosina 3 50,0 3,02E-02
PWY-4081 reacciones redox glutatidon-perdxido 7 58,3 2,75E-02
DETOX1-PWY-1 degradacion de especies reactivas al oxigeno 6 40,0 7,23E-03

Tabla 2 - Vias metabdlicas sobrerrepresentadas en amastigotas celulares cuando son comparados con
tripomastigotas celulares. Las mismas fueron identificadas usando la base de datos KEGG y MetaCyc en
TriTrypDB, teniendo en cuenta p-valores menores a 0,05.
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Si bien para axénicos no se observan enzimas especificas para la oxidacién de AG, si se
observan varios transcriptos sobreexpresados involucrados en el metabolismo de lipidos. Como
por ejemplo asociados a funciones de biosintesis (TcCLB.510599.14 acetyl-CoA carboxylase,
TcCLB.506661.20 fatty acid elongase) y transporte (Ej TcCLB.507467.40 choline/carnitine O-
acetyltransferase) de acidos grasos. A su vez, también se logran identificar vias KEGG y MetaCyc
sobrerrepresentadas de algunos procesos vinculados al metabolismo de lipidos como biosintesis
de esteroides, metabolismo de acido linoleico, biosintesis de AG de cadena larga y biosintesis

de ergosterol (Tabla 3).

En cuanto a las vias metabdlicas de aminoacidos, en amastigotas celulares se observa un
aumento en la sobrerrepresentacion de estas vias KEGG en comparacion con los amastigotas
axénicos. Se identifican vias de degradacidn de distintos AA como valina, leucina, isoleucina y
lisina; y metabolismo otros AA como glicina, serina, treonia y fenilalanina (Tabla 2). A pesar de
no encontrarse términos de ontologia enriquecidos ni vias metabdlicas sobrerrepresentadas, en
ambos modelos de amastigotas se detectan varias permeasas de aminoacidos siendo amino acid
permease/transporter (TcCLB.506773.90) la proteina mas diferencialmente expresada en
axénicos, con un fold change de 2,5. Del mismo modo, para ambos amastigotas la enzima
glutamato deshidrogenasa (GIlutDH) se observa aumentada cuando son comparados con los
tripomastigotas. GIutDH desempefia un papel fundamental al convertir el glutamato en alfa-
cetoglutarato, que luego se integra en el ciclo del acido citrico (TCA) para reabastecer los

compuestos que se desvian hacia procesos de creacién de moléculas.

Amastigotas Axénicos

ID Nombre ek % genes p-valor
genes del total
ec00240 metabolismo de pirimidinas 13 20,3 1,07E-04
ec00100 biosintesis de esteroides 4 22,2 2,39E-02
ec00591 metabolismo de acido linoleico 4 20,0 3,44E-02
ec00520 metabolismo de azlcar-aminos y azucar-nucleétidos 13 11,2 2,81E-02
ec00983 metabolismo de drogas y otras enzimas 13 14,8 2,74E-03
PWY-7211 biosintesis de novo de desoxirribonucledtidos de pirimidina 12 16,2 2,34E-03
PWY-7601 biosintesis de acido araquiddnico 8 28,6 2,68E-04
PWY66-409 salvataje de nucledtidos de purinas 7 23,3 2,44E-03
SYN-PWY biosintesis de ergosterol 6 26,1 2,74E-03
PRPP-PWY biosintesis de histidina, purinas y pirimidinas 6 17,6 2,02E-02
PWY-7229 biosintesis de novo de nucledtidos de adenosina 5 31,3 2,66E-03
PWY66-5 biosintesis de colesterol 5 23,8 9,50E-03
PWY-7036 biosintesis de AG de cadena larga 3 42,9 7,82E-03
PWY-7226 biosintesis de novo de desoxirribonucledtidos de guanosina 3 37,5 1,19E-02
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Tabla 3 - Vias metabdlicas sobrerrepresentadas en amastigotas axénicos cuando son comparados con
tripomastigotas celulares. Las mismas fueron identificadas usando la base de datos KEGG y MetaCyc en
TriTrypDB, teniendo en cuenta p-val.

En amastigotas celulares se logran identificar un mayor numero de vias KEGG
sobrerrepresentadas vinculadas no solo al metabolismo de lipidos sino también al de
aminoacidos. Entre ellas se distinguen vias de degradacién y biosintesis de distintos AA (Ej.
valina, lisina, leucina, isoleucina, arginina) y metabolismo de distintos lipidos como alpha-acido

linoleico, butanoato y otros acidos grasos (Tabla 2).
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7.5 Relacion hospedero-patégeno. Genes de infeccidén y permanencia.

Una vez identificado aquellos genes diferenciales para los modelos de amastigotas y
habiendo establecido sus perfiles de expresidn, para cumplir con los ultimos dos objetivos
planteados se analizaron genes especificos de interés, como aquellos implicados en la

permanencia de la infeccidon u otros involucrados en la relacién directa con el hospedero.

En cuanto a la interaccion parasito-hospedero, los amastigotas siendo intracelulares
obligados, deben aprovechar los recursos nutricionales de sus células hospedadoras para
sobrevivir. Como se dijo anteriormente, la glucosa es limitante en el citosol de la célula
hospedera, y los amastigotas intracelulares dependen principalmente de la captacién o
biosintesis de aminoacidos y dcidos grasos para obtener energia. Nuestros datos revelan un
aumento del metabolismo lipidico tanto en amastigotas axénicos como en amastigotas celulares
cuando son comparados con tripomastigotas, no solo procesos biolégicos y funciones
moleculares asociadas sino también vias metabdlicas sobrerrepresentadas (Figura 15y 16; Tabla

2vy3).

Se ha reportado que otros de los recursos que los amastigotas intracelulares suelen
acoplar al hospedero, es la captacién de pirimidinas en funcidn de la disponibilidad de la
coenzima Q10 que el hospedero tenga para su biosintesis (Caradonna et al., 2013). Unas de las
vias KEGG sobrerrepresentadas en ambos amastigotas es la via de metabolismo de pirimidinas

(ec00240) (Tabla 2).

Asimismo, también en ambos amastigotas se ven sobrerrepresentadas vias de salvataje
para estos compuestos, como salvataje de nucledtidos de purinas en amastigotas axénicos y
salvataje de adenina y adenosina en amastigotas celulares (Tabla 2 y Tabla 3). Esta facilidad que
tiene el parasito de absorber estos compuestos y recuperarlos del medio, le permite estimular
la replicacion y su crecimiento dentro de la célula, y de esta manera contribuir al mantenimiento
de la infeccion. Como ha sido reportado anteriormente, a diferencia de los mamiferos, los
pardsitos protozoarios no poseen las enzimas necesarias para la sintesis de novo de nucleétidos
de purina y dependen por completo de las vias de la captacion de los nucleétidos de purina
necesarios en el metabolismo celular. Hemos identificado la sobreexpresion en amastigotas
celulares de 3 de las 5 enzimas mas importantes en la via de salvataje de purinas en T. cruzi
(TcCLB.506457.40: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, TcCLB.509965.370:

adenosine kinase, TcCLB.508387.20: methylthioadenosine phosphorylas). En cuanto a los
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amastigotas axénicos, 2 de las 5 enzimas mas relevantes en este proceso (adenosine kinase y

nucleoside phosphorylase) se observaron reguladas positivamente también en este modelo.

Con respecto a la sobrevida del parasito dentro de la célula hospedera y a la respuesta
inmune del hospedero en respuesta a la infeccidn, identificamos genes diferenciales relevantes.
La sobreexpresion del gen que codifica para la proteina tryparedoxina peroxidasa confiere
resistencia a las defensas oxidativas de las células hospederas, favoreciendo asi la supervivencia
del parasito. Esta enzima pertenece a la familia de las peroxirredoxinas (Prxs), una familia muy
extendida de proteinas altamente conservadas presentes en todos los reinos con funcion
antioxidante por medio de su actividad peroxidasa. Se han identificado cinco peroxidasas
distintas en T. cruzi, que difieren en su ubicacién subcelular y especificidad de sustrato
(Wilkinson, 2003; Pifieyro et. al., 2011). Piacenza y colaboradores utilizaron parasitos
sobreexpresantes de estas enzimas, y demostraron que las peroxirredoxinas desintoxican
eficientemente el peroxinitrito en las células y protegen a los parasitos de las acciones nocivas
de este oxidante (Piacenza et al., 2008). En nuestro set de datos esta proteina (TcCLB.505983.9)
se encuentra 3,7 veces mds expresada en amastigotas celulares en comparacién con los

tripomastigotas, mientras que no se observa regulacién positiva en los axénicos.

Otros estudios demostraron que las peroxirredoxinas son importantes en la
supervivencia, replicacion y diferenciacidn de T. cruzi y podrian constituir factores de virulencia
(Piacenza et al., 2013). Estas enzimas juegan un papel esencial como antioxidantes por sus
actividades peroxidasa y peroxinitrito reductasa. La peroxirredoxina (TcCLB.509499.14) es otra

de las proteinas que se ven sobreexpresadas en amastigotas celulares y no en axénicos.

Otro resultado que acompaiia este analisis es que el metabolismo del glutatidn, asociado
a la respuesta redox frente al estrés oxidativo, aparece como via sobrerrepresentada solo en

amastigotas celulares. (Tabla 2)

Interesantemente, se observa al gen que codifica para la proteina superdxido dismutasa
de hierro (TcCLB.507039.10) aumentada con el mismo nivel de magnitud no solo en amastigotas
celulares sino también en axénicos. Las SODs constituyen un componente clave en la defensa
antioxidante del parasito, removiendo el exceso de aniones superdxidos dentro de la célula
convirtiéndolo en oxigeno y perdxido de hidrogeno. Estas estan clasificadas segun su grupo
prostético (cobre y zinc, hierro o manganeso, o niquel) y localizadas en distintos organelos
celulares (citosol, glicosoma y mitocondria). En particular, las SODs de hierro (FeSOD) son las
usualmente encontradas en procariotas, protozooarios, plantas y algas. Como FeSOD esta

ausente en el huésped humano, esta enzima podria considerarse un objetivo potencial para la
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guimioterapia contra los tripanosomatidos (Hickson et al., 2022). Las SODs representan una de
las primeras y esenciales barreras de defensa en estos organismos contra el dafio celular
causado por las ROS. Se ha evidenciado que aquellos organismos que carecen de esta enzima
son mas vulnerables al dafio oxidativo, lo que se traduce en fendmenos como un crecimiento
reducido, una vida media disminuida, mutagénesis y una mayor sensibilidad a posibles cambios
en las condiciones de cultivo o a los subproductos generados durante su propio ciclo reductor
(Fridovich, 1998). Del mismo modo se ha visto que amastigotas sobreexpresantes de FeSOD
mitocondrial son mas resistentes a la apoptdsis, demostrando asi la importancia de esta enzima
como parte de un mecanismo de evasidn del sistema inmune basado en antioxidantes, ya sea
por la desintoxicacion de 02 y/o la restriccion de la formacién de peroxinitrito (Estrada et al.,
2018). Si bien es esperable que esta FeSOD se encuentre aumentada en amastigotas celulares,
puede parecer extrano que aparezca también aumentada en amastigotas axénicos a los cuales
no se les estimuld la respuesta oxidativa. Esto indicaria que posiblemente la expresion de esta
enzima forma parte del programa de diferenciaciéon de los amastigotas no siendo necesario un

estimulo externo de la célula para provocar su expresion.

En base a estos resultados, el modelo de amastigota axénico obtenido muestra una
actividad muy reducida en procesos importantes para el estadio intracelular relacionados a la
respuesta a estrés y sobrevida del parasito intracelular. Queda por determinarse cuales de estos
procesos no se ven modificados en el axénico debido a que estos parasitos representan una
etapa temprana de diferenciacion y/o cuales requieren de la interaccién directa con el
hospedero. Definir, si las diferencias observadas en el trabajo entre amastigotas axénicos y
celulares indican que determinados procesos requieren de la interaccion directa del parasito
con la célula hospedera para activarse. Alternativamente, podemos plantearnos que las
condiciones en las cuales se diferenciaron los amastigotas axénicos representan una etapa
temprana de diferenciacidn en la que los perfiles de expresidn génica no alcanzaron la etapa de
activacion de estas vias. No descartamos que pueda haber una combinacidon de estas

alternativas dependiendo del proceso particular.

En futuros ensayos se pretende determinar hasta qué punto este proceso in vitro es
mejorable, teniendo en cuenta que no es posible recrear todos los estimulos recibidos por la

célula hospedera en una situacién de infeccién intracelular real.
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7.6 Proteinas de unién a ARN

En la busqueda de posibles genes candidatos en la regulacién de procesos infectivos, se
encontraron proteinas de unién al ARN (RBPs) con expresién diferencial. Dado que la regulacion
de la expresidon génica para estos tripanosomatidos es en su mayoria se da a nivel
postranscripcional, las RBPs suelen tener un rol muy influyente en los distintos estadios del

pardsito, regulando la expresién de genes muchas veces relacionados funcionalmente.

Una de las RBPs reguladas positivamente en amastigotas axénicos cuando son
comparados con tripomastigotas es la TcCLB.504005.6 RNA-binding protein, putative. Esta
proteina estd sobreexpresada en amastigotas tardios y se ha sugerido su participacién en la
regulacién de procesos criticos para el crecimiento del amastigota en una etapa tardia o en la
conversion de amastigota a tripomastigota a partir de ~ 96-120 hpi (Li et al., 2016). Esta puede
ser una de las razones por las cuales no se observa sobreexpresada en nuestros amastigotas
celulares de 72hpi. Nuestros datos sugieren que probablemente esta RBP esté mas involucrada
en procesos infectivos y probablemente no solo represente una de las primeras proteinas en
activarse en la diferenciacidn amastigota - tripomastigota, sino también sea una de las ultimas
en desactivarse en la transicion tripomastigota - amastigota. Esto apoya nuestra hipétesis de
gue el modelo de amastigotas axénicos represente las primeras etapas de diferenciacién y por

lo tanto aun no presenten una disminuyeron la expresidon de esta proteina.

Otra RBP que presenta una expresidn desigual entre amastigotas es la RBP6
(TcCLB.506693.30). La misma se encuentra subexpresada en amastigotas celulares cuando son
comparados con tripomastigotas. Esta disminucidon ha sido previamente reportada por el grupo
de El-Sayed (Li et al., 2016)(Li, 2016), sugiriéndose para esta proteina funciones importantes
especificas de estadios no-replicativos e infectivos del parasito. Interesantemente, cuando
comparamos el nivel de expresidn no solo de la RBP6 sino también de la RBP5 entre ambos
amastigotas, se observa que los amastigotas axénicos las regulan positivamente en relacién a
los amastigotas celulares. Probablemente, al igual que la TcCLB.504005.6, estas RBPs no solo
estén asociadas a procesos infectivos propios del estadio tripomastigota, sino que también
formen parte del grupo de las RBPs que tienen una regulacidén negativa tardia en la transicién
tripomastigota-amastigota. Ademds, se identificaron otras RBPs (TcCLB.511127.10,
TcCLB.505007.10, TcCLB.507885.10) que cumplen con estas caracteristicas y probablemente
estén involucradas en la regulacidon de grupos de mensajeros funcionalmente relacionados.
Estos patrones de expresion de este grupo de RBPs posiblemente vinculadas a la invasidn,

sugieren que probablemente tengan y una regulacion negativa tardia en amastigotas celulares.
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La RBPs TcCLB.507711.40 y la RBP TcCLB.506625.70 presentan un patrén de expresion
inverso, resultado sobreexpresadas en amastigotas celulares con respecto tripomastigotas, pero
estan subexpresadas cuando se compara con el transcriptoma de los axénicos. Es decir, los
axénicos estarian regulando negativamente estas RBPs respecto a los amastigotas celulares.
Pareceria que a diferencia del otro grupo de RBPs comentado en el parrafo anterior
posiblemente vinculadas a la invasiéon, estas no tendrian una regulacidon negativa tardia en
amastigotas. Por esta razon, se podria especular que estan asociadas a procesos vinculados al

metabolismo propio de estadios replicativos.

Teniendo en cuenta la totalidad de resultados obtenidos en la tesis y comentados
anteriormente, los amastigotas celulares que se obtuvieron en el trabajo presentan las
caracteristicas transcriptémicas descritas para este estadio, lo cual valida nuestros resultados
de Dual RNA-Seq. A su vez, esto nos permitié realizar una evaluacién precisa de las diferencias
de estos amastigotas con los axénicos. Por su parte, estos ultimos presentaron caracteristicas
similares a los amastigotas celulares en cuanto a la regulacién negativa de genes flagelares y
glicoproteinas de superficie, al metabolismo energético en cuanto a la utilizacién de lipidos y
aminodacidos y en la presencia de algunos genes importantes involucrados en la regulacidn de la
replicaciéon y division celular; mientras que los procesos vinculados a la sobrevida del pardsito
en su interaccidn con el hospedero y procesos y vias sobrerrepresentadas implicadas en la
replicacion del ADN nuclear no fueron recapitulados por este modelo. Es interesante que
algunos de los resultados obtenidos en el modelo axénico podrian ser explicados por la falta de
estimulos biolégicos que se dan Unicamente mediante la interaccion directa con la célula
hospedera, mientras que otros podrian deberse a que nuestro modelo podria estar en una fase

inicial del proceso de diferenciacion.

Teniendo en cuenta estos resultados nos propusimos mejorar la diferenciacién axénica
implementando diversos protocolos de diferenciacién. Para la optimizacién hicimos uso de los
resultados anteriores que nos permitieron definir genes marcadores para vias que no fueron

recapituladas en el modelo axénico.

7.7 Evaluacion de protocolos alternativos de amastigogenesis axénica

Como comentamos en la seccién anterior y en base a los resultados que se obtuvieron,
decidimos ampliar el estudio y probar protocolos alternativos de amastigogenesis secundaria

axénica, con el fin de mejorar el modelo anteriormente propuesto.
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Particularmente se ajustaron diferentes protocolos evaluando a nivel fenotipico la
capacidad replicativa de los amastigotas diferenciados in vitro y los porcentajes de
diferenciacidn. Una vez definidas las condiciones éptimas a este nivel, se buscé evaluar procesos
metabdlicos caracteristicos de amastigotas celulares haciendo uso de marcadores moleculares
definidos a partir de las listas de genes diferenciales obtenidas en los resultados anteriormente

comentados.

Para evaluar la capacidad replicativa de los amastigotas axénicos, se estudio el cultivo
axénico mediante el seguimiento y conteo cada 24 hs durante 3 dias de incubacion en los
distintos medios de diferenciacién (Figura 17). Se establecieron distintas estrategias para
producir la diferenciaciéon partiendo de 1,0x107 tripomastigotas celulares incubados en los

medios que se detallan a continuacién:

RMPI completo (modelo axénico anterior)
hgDMEM pH 4 sin FBS

hgDMEM pH 5 sin FBS

hgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS
IgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS
MEMTAU pH 5

N o U A~ W N

MEM frio/MEMTAU pH 5,8

2.0x107- )
b4 I Em 24 hs Pl
- . BN 48 hs Pl
- S ! B 72 hs P
: Bl Tripos/formas intermedias
s 1.0x107 I | I
o]
o
b 5.0x106-
€
[
3+
0- . i i -
© > L8 L6 L6 L6 8
R S S
F&TS & &L v"
PR X .. $
> & & &S &
S &I N
N o &N
& 9 &

Figura 17 — Amastigogenesis axénica secundaria y evaluacion de la capacidad replicativa de amastigotas
en un cultivo axénico. Niumero de parasitos (y) y medios de incubacion utilizados (x). El nimero de
tripomastigotas y/o formas intermedias se representan en rojo junto a las barras de los amastigotas. El
numero inicial de tripomastigotas celulares que se utilizé esta delimitado por la linea roja horizontal.

59



En base a estos resultados, se puede decir que para los medios 2, 3, 4y 5 los amastigotas
se estdn dividiendo, al verse un aumento del nimero de amastigotas a medida que pasan las
horas. A su vez, los amastigotas axénicos de los medios 3 y 5 alcanzan el mayor nimero de

amastigotas de todas las condiciones (2x107).

Por otro lado, y en funcién del nimero de amastigotas axénicos y el niumero de
tripomastigotas y/u formas indiferenciadas presentes en el cultivo, se calculé un porcentaje de

diferenciacion para cada dia (Tabla 4).

A pesar de que el medio 6 alcanza un buen porcentaje de diferenciacion a las 24 hs
post-incubacién, se observa un decaimiento en el nimero de amastigotas conforme avanzan los
dias. Algo similar ocurre con el medio 7, si bien el porcentaje de diferenciacién llega a 100% al
tercer dia, los conteos para amastigotas axénicos decaen abruptamente en los ultimos dias. Esto
quiere decir que, aunque la diferenciacidn sea total al ultimo dia, el cultivo celular tiende a morir

conforme pasan las horas.

% Diferenciacion (%)

24 hs Pl 48 hs Pl 72 hs Pl

RPMI completo 81,6 83,3 82,8
hgDMEM pH 4 98,4 100,0 99,5
hgDMEM pH 5 99,4 99,0 100,0
hgDMEM + BSA pH 5 69,7 100,0 100,0
IgDMEM + BSA pH 5 96,3 98,6 100,0
MEMTAU pH 5 94,3 96,6 98,6
MEMfrio/METAU pH 5,8 92,3 84,2 100,0

Tabla 4 - Medida de la diferenciacién hacia el estadio amastigota. Se incubaron 1x107 tripomastigotas
celulares en cada uno de los medios y se realizé un conteo de los amastigotas axénicos diferenciados, asi
como los tripomastigotas y/o formas indiferenciadas a las 24, 48 y 72 hs. En funcién del niumero de
parasitos diferenciados y no diferenciados se realizd el calculo promedio de diferenciacion expresado en
porcentaje.

Para el medio que se utilizé en el estudio principal de este trabajo (1, RPMI completo) se
observa un comportamiento constante tras el avance de las horas. Ademas de representar el
medio con el porcentaje de diferenciacion mds bajo, tampoco se observa un aumento

considerable en el nimero de amastigotas axénicos conforme pasan los dias. Esto es coherente
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con la ausencia de procesos sobrerrepresentados vinculados a la divisidn celular y proliferacién

en el estudio de expresién diferencial realizado anteriormente.

Por otro lado, se evalué el nivel de expresidon de transcriptos que codifican para
marcadores moleculares del estadio intracelular por gPCR para todas las condiciones (Tabla 5).
Se seleccionaron aquellos genes que representan procesos bioldgicos caracteristicos en
amastigotas celulares, y que su expresién se encuentre aumentada con respecto al estadio
tripomastigota. A su vez, se buscd que estos genes seleccionados no se encuentren
diferencialmente expresados en el modelo axénico propuesto, pudiendo de esta manera

mejorar el método de diferenciacidn anterior.

Se seleccionaron genes que codifican para proteinas involucradas en procesos
fundamentales en amastigotas, como replicacidn, divisién celular y proliferacién, asi como
también aquellos vinculados a la sobrevida del parasito dentro de la célula y al metabolismo de
lipidos. Se seleccionaron algunos genes representantes de cada proceso y se disefiaron primers

especificos para dichos genes.

Replicacidn y divisidn celular

IDs Producto FC Padj
TcCLB.508277.150 proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 2,01 8,97E-19
TcCLB.510351.31 histone H4 15,15 7,73E-10

Oxidoreduccidon/defensa antioxidante

IDs Producto FC Padj
TcCLB.509499.14 peroxidoxin 2,28 9,49E-39
TcCLB.487507.10 tryparedoxin peroxidase 3,24 0,0015

Metabolismo de lipidos

IDs Producto FC Padj
TcCLB.511073.10 fatty acid desaturase 1,99 3,91E-17
TcCLB.510507.20 3-ketoacyl-CoA thiolase 2,21 2,00E-36

Actividad del proteasoma

IDs Producto FC Padj
TcCLB.511001.240 proteasome activator protein pa26 4,07 0,015
TcCLB.511111.50 ubiquitin-conjugating enzyme 2,34 6,31E-13
IDs Producto FC Padj
TcCLB.504153.260 Flagellum attachment zone protein 12 0,45 9,61E-36
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Tabla 5 - Genes marcadores seleccionados para controlar el proceso de diferenciacién axénica en
diferentes medios.

En una primera instancia, se evalué la eficiencia de amplificacién de los primers anteriormente
disefados (Tabla 6). El calculo de eficiencia para cada par de cebadores se realizé a partir de la
pendiente del grafico CT vs log concentracién donde la eficiencia queda definida como:
Eficiencia = [10"-(1/pendiente)]-1. Los perfiles y el detalle de los célculos se adjuntan en Anexo.

(Anexo Figura 2y 3).

Gen ‘ Eficiencia (%)
Peroxidoxin 90
PCNA 91
Triparedoxin peroxidasa 97
Desaturasa de acidos grasos 100
3k-CoA-Tiolasa 67
Flagelarl2 97
HistonaH4 82
PA26 150
Ubiquitina 92
Gapdh 100

Tabla 6 - Eficiencias de los cebadores calculadas para cada gen a partir de la pendiente del grafico CT vs
log de la concentracion segun: Eficiencia = [10"-(1/pendiente)]-1. De arriba abajo: peroxidoxin, antigeno
nuclear de células en proliferacién (PCNA), triparedoxin peoxidasa, desaturasa de acidos grasos, cetoacil-
CoA tiolasa, proteina 12 de la zona de unién al flagelo, histona H4, proteina activadora del proteasoma,
enzima conjugadora de ubiquitina y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogena.

El resultado anterior muestra que los primers presentan en general buena eficiencia,
exceptuando los disefiados para PA16 y 3k-CoA-Tiolasa que no fueron utilizados para posteriores
analisis. Por lo tanto, se estudié el nivel de expresion de los genes seleccionados expresados en
valores relativos de ARN. Para dicha cuantificacion, se normalizaron los valores contra el gen
control de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (CTgen - CTgoi), calculado como
27(CTeen=CTeol) A sy vez, para calcular el cambio en la expresion entre ambos amastigotas, se realiza

una normalizacidn del valor en los axénicos en relacion al valor correspondiente en los celulares.

Para esta evaluacién, se seleccionaron los medios de diferenciacion que parecerian ser los
mas prometedores. Se utilizaron muestras a las 48hs y 72 hs post incubacién. Los medios fueron

asi rotulados:
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e M1: hgDMEM pH 4 sin FBS
e M2: hgDMEM pH 5 sin FBS
e M3: hgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS
e M4: IgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS

Los resultados se muestran en las Figuras 18 y 19.
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Figura 18 - Expresion relativa a gadph de los ARNm codificados para diferentes proteinas usadas como
marcadores del estadio intracelular. Los valores de expresion para los amastigotas axénicos fueron
normalizados al valor de expresién para los amastigotas celulares (valor 1 —indicado con una linea roja).
En el eje de las x se representan los 4 medios de diferenciacion utilizados (M1: hgDMEM pH 4 sin FBS, M2:
hgDMEM pH 5 sin FBS, M3: hgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS, M4: IgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS). Las
barras azules corresponden a los amastigotas axénicos de 48hs post incubacién y las barras naranjas
corresponden a los amastigotas axénicos de 72hs post incubacion.

Se observd que para genes vinculados a la replicacién y proliferacién como Histona H4 y
PCNA, los medios M2 y M4 fueron los que mas se acercaron al perfil de los celulares. Un perfil

similar se observa para la amastina. En cuanto a los genes implicados en la respuesta oxidativa
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como peroxidoxin y triparredoxin peroxidasa, a excepcion del M2, todos los medios parecen
haber alcanzado el nivel de los celulares. Incluso, M3 y M4 (medios a los cuales se le adicioné

BSA) duplicaron el valor de expresion relativa de los celulares (Figura 18).

Para los genes que fueron seleccionados involucrados en el metabolismo de lipidos y del
proteasoma, los resultados muestran que todos los medios aln se encuentran muy por debajo
del valor de expresiéon para los celulares (Figura 19). Sin embargo, se pueden observar ciertas
diferencias entre ellos. Los medios M1, M3 y M4 son los que alcanzan valores de expresion
relativa mds altos para la FA desaturasa (metabolismo lipidico). En cuanto al metabolismo del
proteasoma, el perfil es menos claro, donde M3 y M4 presentan una expresién mayor para la
enzima conjugadora de ubiquitina. Igualmente, dado que estas vias estdan siendo muy poco
activadas en axénicos, los valores obtenidos de expresidn relativa con respecto a celulares son
todos muy bajos. Por lo tanto, las comparaciones anteriores deben tomarse con precaucion ya

que las diferencias entre los medios son minimas.
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Figura 19 - Expresion relativa a gadph de los ARNm codificados para diferentes proteinas usadas como
marcadores del estadio intracelular. Los valores de expresién para los amastigotas axénicos fueron
normalizados al valor de expresion para los amastigotas celulares (valor 1 — indicado con una linea roja).
En el eje de las x se representan los 4 medios de diferenciacion utilizados (M1: hgDMEM pH 4 sin FBS, M2:
hgDMEM pH 5 sin FBS, M3: hgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS, M4: IgDMEM + BSA 0,4% pH 5 sin FBS). Las
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barras azules corresponden a los amastigotas axénicos de 48hs post incubacién y las barras naranjas
corresponden a los amastigotas axénicos de 72hs post incubacion.

Con respecto al perfil que se observa para la proteina flagelar 12, el mismo es coherente
con los resultados de los transcriptomas analizados anteriormente en los cuales se observaron
algunos genes flagelares sobreexpresados en amastigotas celulares. Como discutimos esto
puedo deberse a que los parasitos intracelulares a 72 hpi hayan comenzado la activacidon de
proteinas flagelares propios del estadio tripomastigota posterior. Por lo tanto, en los axénicos

no esperamos esta activacién. (Figura 19).

Teniendo en cuenta todos estos resultados, creemos que los medios M2 y M4 son los mas

prometedores para continuar los estudios.
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8 Conclusiones y perspectivas

8.1 Conclusiones

En este trabajo se realiza la caracterizacién transcriptémica de amastigotas axénicos

obtenidos mediante un protocolo de amastigogénesis secundaria axénica no antes descripta.

Esta caracterizacion se realizd6 de forma comparativa con amastigotas intracelulares.
Comprobamos que estos Ultimos presentaban los perfiles de expresion génica correspondientes

al estadio amastigota, permitiendo una comparativa exhaustiva entre ambos modelos.

Pudimos corroborar que el modelo axénico recapitula solo parcialmente el perfil de
expresion génica observado para los amastigotas celulares. Si bien en los amastigotas axénicos
no se observan procesos sobrerrepresentados especificamente vinculados a la division celular,
si se logran identificar genes involucrados en el metabolismo de acidos nucleicos y en la
regulacién del ciclo celular. Esto junto con otros resultados descritos anteriormente podria estar
indicando que estamos en etapas tempranas de activacién del ciclo celular, explicando la
ausencia de procesos importantes para el amastigota replicativo. Dicho esto, se puede confirmar
que caracteristicas propias del proceso de amastigogenesis como la regulacién negativa de
proteinas de superficie y flagelares propias de tripomastigotas, ocurren en las primeras etapas
de la diferenciacién hacia el amastigota. Asimismo, visto que en los amastigotas axénicos se
observa una disminucidn completa de genes flagelares, posiblemente la aparicidn del flagelo sea
una de las primeras sefales en activarse para la diferenciacién hacia tripomastigota, asi como
también la pérdida del flagelo sea uno de los primeros indicios de diferenciacidn en amastigotas

tempranos y una de las primeras sefiales en activarse para la amastigogenesis.

En base a los resultados obtenidos y resumiendo todas las caracteristicas analizadas, se
describe al amastigota axénico resultante como un estadio intermedio o una fase inicial que ain

se encuentra en las primeras etapas de diferenciacion.

El método utilizado en este trabajo es sencillo, rdpido y no requiere de la acidificacién del
medio. Aunque los amastigotas axénicos resultantes no representan completamente el fenotipo
celular, podrian ser un buen modelo de estudio para ciertos objetivos especificos como por

ejemplo el estudio de glicoproteinas de superficie o de diferenciacion del flagelo.
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8.2 Perspectivas

Como perspectivas inmediatas se planeta terminar con la valoracién de los distintos
protocolos alternativos de amastigogenesis axénica, y elegir, en funcion de la expresion
diferencial de genes marcadores caracteristicos del estadio intracelular, el o los protocolos mas
representativos de este estadio para luego caracterizar sus perfiles transcriptémicos realizando

un analisis bioinformatico de los datos similar al descrito en este trabajo.

De acuerdo con los resultados que se obtengan, se valorard si es pertinente realizar otras

modificaciones de los protocolos de forma de continuar con la optimizacion de los mismos.

Con estos resultados se busca aportar a la comunidad con protocolos adecuados vy

validados de amastigogenesis axénica para el uso estos parasitos como modelo bioldgico.
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10 Anexo

Nombre oligo

5’ —secuencia oligo - 3’

CGGACGAGCCTGTTACTCTC
Rv-PCNA CAAACTTCAGCGACACACGG
Fw-Histone H4 CGAGAACGTCCGTGGAATCA
Rv-Histone H4 CGTAGATGACGCCGGAGATG
Fw-Tryparedoxin peroxidase CCTCCTACAAGGGCAAGTGG
Rv-Tryparedoxin peroxidase TCACACGGTCCGAGAATTGG
Fw-Peroxidoxin TGTATCGTGCGACAGCCAAT
Rv-Peroxidoxin TAGTCGCGGGCAATTTCCTT
Fw-3KCAThiolase TGGCCTTAGCTGGCGTAAAA
Rv-3KCAThiolase TAGTCGGCAATACCAAGGGC
Fw-FADesaturase GGGTTCGCAGACAGATGGAA
Rv-FwFADesaturase AACGTTGTCCCCAATCACGA
Fw-PA26 CGCATGTCGCCGTATCTACT

Rv-PA26 ACATTTTCAGAACGGCGTGC
Fw-UbgEnzyme GACCGCAAATGTCGGAAGTG
Rv-UbgEnzyme ACCGCCTTTTTGGAAGCAAC
Fw-Flag12 AAGGACGACGAAGGTTTCCC
Rv-Flag12 GCCATCAATGTCGCATCACC

Tabla 1. Detalle de los primers utilizados para los genes diferenciales seleccionados
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SOBRE-EXPRESAI

Proceso Bioldgico Funcion Molecular Compartimento Celular
GO Nombre #de genes| % genes del total | p-valor FC GO Nombre # de genes| % genes del total | p-valor FC GO Nombre # de genes| % genes del total | p-valor FC

0022616 |elongacion de la hebra de ADN 3 100 1,30E-03| 59,15 | 0016728 |actividad oxidoreductasa 2 100 1,19E-02 | 9,15 [0000775/cromosoma, region centromerica 13 [ 2,6E-08 | 5,66
0008284 |regulacidn positiva de la proliferacidn celular 2 100 1,19E-02 | 9,15 | 0003909 |actividad ADN ligasa 4 820 6,47E-04| 7,32 |0046930/complejos del poro 3 60 1,10E-02 | 5,48
0031023 |organizaion de microtubulos 4 80 6,4BE-04 | 7,32 | 0043139 |actiidad ADN helicasa 5'-3' 3 75 4 7BE-03| 6,86 (0044815 complejo de empagquetamiento del ADN 12 34 2,05E-04| 3,14
0009218 |metabolismo desoxiribonuclectidos pirimidina 3 75 4 78E-03 | 6,86 | 0051920 |actividad peroxiredoxin 5 71 2,68E-04 | 6,53 [0032993|complejos proteina-ADN 12 30 8,22E-D4| 2,74
0009263 |procesos biosintéticos desoxiribonucleotidos 3 75 4 7BE-03| 6,86 | 0015288 |actividad del poro 3 50 1,10E-02| 5,49 |0020015|glicosoma 26 19 2,70E-03| 176
0006852 |respuests a la defensa 2 67 3,32E-02 | 6,10 | 0003916 |actividad ADN topoisomerasa 3 50 202E-02 | 457

0051783 |regulacion de la division nuclear 3 60 1,10E-02| 5,49 | 0004512 |actividad sintetasa de acidos grasos 3 43 3,256-02 | 392

0016125 |procesos metabélicos de esteroles [ 55 4 76E-04| 4,99 | 0004601 |actividad peroxidasa 4 40 174E-02| 3,66

0098656 |transporte transmembrana de aniones 5 50 243E-05| 4,57 | 0016209 |actividad antioxidante 8 38 1,089E-05| 548

0007058 |segregacion cromosdmica 14 48 499E-07 | 4,42 | 0015078 [trasporte transmembrana de protones 8 28 1,04E-02( 2,52

0006260 |replicacion del ADN 24 39 1,00E-08| 3,54

0006633 |procesos biosinteticos de &cidos grasos 7 35 392E-03( 3,20

0051276 |organizacion de cromosomas 26 30 101E-06| 2,73

0006631 [metabolismo de acidos grasos g 29 4 66E-03| 2,66

0051301 |division celular 8 a7 1,29E-02 | 2,44

0000278 |ciclo celular mitdtico 10 24 110E02| 2,23

0006163 |metabolismo de nucledtidos de purinz 14 20 1,76E-02| 1,83

SUB-EXPRESADOS

Proceso Biologico Funcion Molecular Compartimento Celular
GO Nombre #de genes| % genes del total | p-valor FC GO Nombre # de genes| % genes del total | p-valor FC GO Nombre # de genes| % genes del total | p-valor FC

1904659 |trasporte transmembrana de glucosa 3 100 3,4BE-03| 6,59 | 0015149 |actividad trasporte transmembrana de hexosa 3 100 3,4BE-03| 6,59 [0030313|envoltura celular 3] 67 6,60E-04 | 4,39
0008645 |trasporte transmembrana de hexosa 3 100 3,48E-03| 6,59 | 0005355 |actividad trasporte transmembrana de glucosz 3 100 3,48E-03| 6,59 |[00099&86|superficie celular 274 55 1,29E-92| 3,60
0008643 |transporte de carbohidratos 4 57 1,26E-02| 3,77 | 0004222 |actividad metaloendopeptidasa 25 31 2,07E-04| 2,06 |[0005764lisosoma 5 38 3,56E-02| 2,53
0007155 |adhesion celular 24 34 5,48E-05| 2,23 | 0015631 |actividad tubulina 19 26 1,356-02 | 1,69 | 71944 |periferia celular 38 26 3,04E-04| 1,74
0009100 |metabolismo de glicoproteinas 12 26 3,7BE-02| 1,72 | 0008233 |actividad peptidasa 47 22 3,45E-03 | 147

0006486 |glicosilacidn proteica 12 6 3,78E-02| 1,72

0009101 |proceso biosintetico de glicoproteinas 12 26 3,7BE-02| 1,72

0070085 |glicosilacion 12 26 439E-02| 1,68

Tabla 2. Términos de Ontologia Génica (GO) para genes diferencialmente expresados en amastigotas celulares cuando son comparados con tripomastigotas. Se detallan
aquellos procesos sobrerrepresentados (panel superior) y subrepresentados (panel inferior) de acuerdo con las tres clasificaciones clasicas de GO. Para esto se utilizé
TriTrypDB.
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Amastigota axénico vs. Tripomastigota

SOBRE-EXPRESADOS

Proceso Bioldgico Funcign Maolecular Compartimento Celular

G0 ID Nombre #deg % genesdel total | p-valor FC G0 Nombre #deg g deltotal | p-valor FC G0 Mombre: #de genes | % genes del total p-valar FC
0016125 |procesos metabdlicos de esteroles 5 46 7,1E-05 3,93 0015103 |actividad transp. transm. aniones inorganios 4 40 7,25E-04| B,74 | 0046330 |comlejodel poro 2 40 1,30E-02 8,74
0020497 |elongacidn de Acidos grasos 3 43 2,88E03| 937 0009922 |actividad elongasa de dcidos grasos 2 40 1,90E02| 8,74 | 0000753 [cromosoma condenzado 5 19 &,83E-03 4,05
0008204 |procesos metabdlicos de ergostercl 2 40 1,90E02| 874 015288 |atividad del poro 2 40 1,90E02| 8,74 | 0020015 [glicosoma 15 11 1,21E-03 2,43
0015658 |transporte de aniones inorganicos 2 33 2,77E02| 7,29 0004312 |actividad sintetasza de acidos grasos 2 29 3,76E:02| 6,24 | ODDO7ES |cromatina 25 3 4,54E-04 2,05
(033955 |herencia de ADN mitocondrial 2 33 2,77E02| 7,29 {00B509 |actividad transp. transmebrana aniones 5 25 1,71E403| 5,46 | 0020023 |kinetoplasto 17 9 7,38E-03 1,92
0006220 |procesos metabdlicos de pirimidina 4 33 1,58E03| 7,29 034061 |actividad ADN polimerasa 4 21 9,66E03| 4,60 | 0ODO5773 |vacuola 16 g 1,04E-02 1,89
0038656 |transporte transmembrana de aniones 3 20 8,85E-03| 6,56 | 0016451 |actividad oxidoreductasa 20 13 1,55E07| 2,85
D00GE32 |procesos biosintéticos de Acidos grasos 5 25 1,70E-03 5,46 Q003677 |unidn a3 ADN 22 12 1,96E05| 2,69
0006084 |procesos metabdlicos de acetyl-Cod 2 25 4,B6E-02 5,46 Q003774 |actividad motora del citoesqueleto 10 10 1,57E02]| 2,19
0006260 [replicacian del ADN 13 21 3,28E06( 4,58
0006839 |transporte mitocondrial 5 19 6,80E03| 405
0007059 |segregacion de cromosomas 5 17 9,32E-03 3,77
0051276 |organizacion de los cromosomas 13 15 1,43E04| 3,27
0008610 |proesos biosintéticos de lipidos 14 14 1,80E04| 3,03
0003117 |procesos metabdloos de nucledtidos 12 12 1,46E03| 2,70
0000278 |ciclo celular mitatico 5 12 3,78E02| 2,67
D00E950 |respuesta a estrés 11 8 4 07E-02 1,81

Proceso Bicldgico Funcién Maolecular Compartimento Celular

G0 1D Nombre #de genes| % genes del total | p-valor FC G0 Nombre #de genes| % genes del total | p-valor FC G0 Mombre #de genes | % genes del total p-valor FC
0060294 [movimiente ciliar [movilidad celular) 5 100 1,73E05| 8594 0015149 |actividad trasporte transmembrana de hexosa 3 100 1,39E02| 8,94 | 0001534 |estructura proteina flagelar 2 100 1,25E-02 8,94
1804659 |transporte transmembrana de glucosa 3 100 1,35E03| 8,834 | 0005355 |actividad trasporte transmembrana de glucosa 23 100 1,28E:02| 8,84 | 0030313 |envolturs celular 7 78 6,26E-06 6,96
0008645 |transporte transmembrana de hexosa 3 100 1,38E03| B354 (003323 |actividad transamidasa de anclaje GPI 3 75 5,11E03| 6,71 | 0009386 [superficie celular 297 59 3,56E-159 5,29
0034219 |transporte transmembrana de carbohidratos E 100 1,39E03| 854 0015144 |actividad trans. transporte de carbohidratos 3 50 2,156-02| 4,47 | 0031514 |cilia mawil 12 32 4,57E-04 2,90
0043056 |locomocion 2 100 1,25E02( 8,94 | 0004222 |actividad metaloendopeptidasa 21 26 2,68E:04| 2,35 | ODO5B5E |citoesgueleto 92 17 4,94E-06 1,56
D00B4E6 |glicosilacion proteica 19 41 1,48E-07 3,69 016757 |actividad glicotransferasa 15 24 8,52E03| 2,16
0002100 |metabeolismo de glicoproteinas 19 41 1,48E-07 3,69 0004175 |actividad endpeptidasa 32 21 6,02E02| 1,88
0002101 |proceso biosintetico de glicoproteinas 19 41 1,48E07| 3,68
0007155 |adhesion celular 21 30 1,87E-05 2,64
0051674 |localizacion celular 13 30 7,36E04| 2,64

Tabla 3. Términos de Ontologia Génica (GO) para genes diferencialmente expresados en amastigotas axénicos cuando son comparados con tripomastigotas. Se detallas
aquellos procesos sobrerrepresentados (panel superior) y subrepresentados (panel inferior) de acuerdo con las tres clasificaciones clasicas de GO. Para esto se utilizd
TriTrypDB.
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Figura 1 — Resumen de los electroferogramas para los perfiles de ARN. De arriba hacia abajo: Tripomastigotas, amastigotas celulares y amastigotas axénicos. Fueron corridas
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Figura 2 — Evaluacion de las eficiencias de los primers seleccionados. Curvas de melting y grafico Cr vs
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Figura 3 - Evaluacidn de las eficiencias de los primers seleccionados. Curvas de melting y grafico Cr vs log
concentracion para la proteina 12 de la zona de unidn al flagelo, histona H4, peroxidoxin y antigeno
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Proteinas requladas negativamente en comun
para ambos amastiogtas

= mucinas ® MASP = Transialidasas = GP63 = TASY

Figura 4 — Descripcion de los grupos de genes regulados negativamente que comparten ambos
amastigotas cuando son comparados con los tripomastigotas celulares. Para la comparacion se utilizé un
log2FC de |0,58].
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