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Resumen

Trypanosoma cruzi es el causante de la enfermedad de Chagas (CD). Los brotes orales de CD han
aumentado en los ultimos afios, y las cepas causantes de estos se han asociado a una sintomatologia
aguda y mayor mortalidad. En estos brotes, el parasito expresa proteinas de familias multigénicas
como la transialidasa gp82; no obstante, no se ha observado la remodelacion transcriptdmica que
puede llevar a cabo un cepa asociada a Chagas oral. Por lo anterior, en este estudio se compar6 la
remodelacion transcriptomica del parésito de una cepa aislada de un presunto brote oral (JJ21) y
de una cepa aislada de caso cronico (MG) de CD en un modelo de infeccidon de fibroblastos, a las
24 y 72 horas post-infeccion. Para ello, se analiz6 el transcriptoma de ambas cepas, y se evidencio
los genes diferencialmente expresados (DEGs, por sus siglas en inglés), ontologias génicas y vias
diferencialmente expresadas gracias a TriTrypDB y KAAS. Se encontr6 que en la cepa JJ21 a las
24 horas se subexpresaron DGF-1, GP63 y Ts, mientras que se sobreexpresaron las TslI, TsV,
MASP y TcMUCII. A las 72 horas, en la cepa JJ21 se subexpresaron DGF-1, GP63 y TcMUCII, y
que se sobreexpresaron las TcMUC. Adicionalmente, a las 72 horas de la cepa JJ21 se
sobreexpresaron procesos catabolicos. De la misma manera, se reconstruyo la via de los ribosomas
para la cepa JJ21, lo que sugiere la expresion diferencial de transcritos de proteinas ribosdmicas
entre cepas. En conclusion, en la cepa presuntamente asociada a un brote oral se logré determinar
que existe un cambio en la expresion diferencial asociada a transcritos de proteinas de ribosomas
y de familias multigénicas de proteinas. Las diferencias encontradas son el primer paso para
entender los cambios entre cepas con distintos mecanismos de infeccion a un nivel de remodelacion

transcriptomica.
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Abstract

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease (CD). Oral outbreaks of CD have
increased in recent years, and the strains responsible for these outbreaks have been associated with
acute symptoms and higher mortality rates. In these outbreaks, transcripts from multigene families
such as transialidase gp82 are expressed. However, no transcriptomic remodeling has been
observed in an oral Chagas strain. This study aimed to compare the transcriptomic remodeling in
the parasite in a strain isolated from a suspected oral outbreak (JJ21) and a strain isolated from a
chronic case (MG) of Chagas disease in a fibroblast infection model, at 24- and 72-hours post-
infection. The transcriptome of both strains was analyzed, and differential expressed genes (DEGs),
gene ontologies, and differentially expressed pathways were identified using TriTrypDB and
KAAS. DGF-1, GP63, and Ts were downregulated in the JJ21 strain at 24 hours, while TsII, TsV,
MASP, and TcMUCII were upregulated. At 72 hours, DGF-1, GP63, and TcMUCII were
downregulated in the JJ21 strain and TcMUC was upregulated. Additionally, at 72 hours in the JJ21
strain, catabolic processes were overexpressed. Similarly, the ribosome pathway was reconstructed
for the JJ21 strain, suggesting differential expression of ribosomal transcripts between strains. In
conclusion, the oral outbreak strain has changes in expression of transcripts from ribosomal
proteins and multigene protein families. The differences found are the first step towards

understanding the transcriptomic remodeling in strains with different infection mechanisms.
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1. Introduccion

El parésito Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas (CD) (OPS,
2023). En el mundo existen aproximadamente 7 millones de personas infectadas con 7. cruzi, de
estas solo 30% son diagnosticables y se presume que 30% desarrollard sintomatologia crénica

(Lidani et al., 2019; OPS, 2023). La enfermedad de Chagas afecta principalmente a América



Latina; se estima que 75 millones de personas estan en riesgo de contraer la enfermedad (OPS,
2023). En Colombia hay aproximadamente 437.000 personas infectadas con 7. cruzi y alrededor

12 millones de habitantes estan en riesgo de infectarse (INS, 2022, 2019).

T. cruzi es principalmente trasmitido por insectos hematdfagos de la subfamilia Triatominae (OPS,
2023). La infeccidn de este parasito también puede ocurrir por via congénita o vertical, transfusion
de sangre, trasplante de 6rganos, accidentes de laboratorio y consumo de alimentos contaminados
con heces que contengan al parasito (WHO, 2023). Esta enfermedad cuenta con una fase aguda y
una fase crdonica. La fase aguda ocurre inmediatamente después de la infeccion y se manifieste
durante las semanas siguientes; esta se caracteriza por sintomas como chagoma de inoculacion,
fiebre, diarrea, entre otros, en algunos casos se genera agrandamiento en el corazén. En la fase
cronica de CD, las personas infectadas permanecen asintomaticas durante afios, no obstante,
pueden desarrollar miocarditis chagasica, megacolon, aneurisma apical y otros problemas

potencialmente mortales (CDC, 2019; Organizacion Panamericana de la Salud OPS, 2023).

T cruzi cuenta con un complejo ciclo de vida pues presenta diferentes estadios morfoldgicos:
tripomastigote metaciclico (MT), amastigote (AM), tripomastigote derivado de célula (TDC) y
epimastigote (EP) (Teixeira et al., 2012). El ciclo inicia cuando las heces del vector triatomino
contaminadas con MT entran por el torrente sanguineo del mamifero a través de una laceracion
provocada por la misma picadura o por otra causa; igualmente, los MT pueden ingresar por via
oral, donde infectan inicialmente la mucina géstrica. Los MT de 7. cruzi tienen la capacidad de
interactuar con la mayoria de células nucleadas del hospedero, entre estas macréfagos, células
musculares, epiteliales, y neuronas (Covarrubias et al., 2007; Teixeira et al., 2012). Dentro del
hospedero, el parasito se transforma de MT en AM, y posteriormente, tras lisar la vacuola
parasitdfora se multiplican en el citoplasma y se convierten en TDC, quienes diseminan la infeccion
a través de los vasos linfaticos y el torrente sanguineo hacia sitios distales donde experimentan
ciclos adicionales de multiplicacion intracelular (Cruz-Saavedra, Vallejo, et al., 2020; Teixeira
et al., 2012). El ciclo contintia cuando los vectores triatominos consumen sangre periférica con
TDC de un mamifero infectado. En el vector, los TDC de T. cruzi se diferencian en EP que
proliferan en el intestino medio, y migran a la ampolla rectal donde se diferencian nuevamente los
MT que se eliminan en las heces de los insectos (Cruz-Saavedra, Vallejo, et al., 2020; Teixeira

et al., 2012; Velasquez-Ortiz & Ramirez, 2020).



En relacion con la transmision, la via vectorial es la mas frecuente en el mundo, sin embargo, el
consumo de alimentos o agua contaminados con MTs ha causado diferentes brotes de Chagas oral
desde su primer reporte en 1965 (Da Silva et al., 1968). Desde entonces se han informado casos en
Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador, Guyana Francesa y Venezuela (Shikanai-Yasuda &
Carvalho, 2012). En Colombia, la transmision oral tiene gran incidencia, de hecho, genera
aproximadamente el 50% de los brotes totales del territorio; ademas, en el afio 2019, la mortalidad
de la enfermedad aument6 a 7,9% debido a estos brotes, esta tasa es mayor a la del dengue o malaria
(Instituto Nacional de Salud INS, 2019). También, la poblacion expuesta a la infeccion mediante
esta via asciende a los 9 millones de personas de las cuales 45% habitan en el area rural (INS,

2022).

Algunos autores sugieren caracteristicas Unicas en relacion con la virulencia presente en las cepas
involucradas en los brotes de Chagas oral, estas le permiten a 7. cruzi pasar por ambientes hostiles
como el pH acido del estobmago, evadir el sistema inmune, y establecer una infeccién que puede
llevar a la severidad en periodos de tiempo relativamente cortos (Cortez et al., 2012; Franco-
Paredes et al., 2020). Por ejemplo, la capacidad de infeccion de cuando se consumen MTs via oral,
esta asociada con la interaccion de estos con la mucina géstrica y las células epiteliales subyacentes,
esto gracias a la union de la proteina de superficie especifica gp82 (Bayer-Santos et al., 2013;
Staquicini et al., 2010). Por otro lado, a diferencia de la infeccion transmitida por vectores, la
sintomatologia de CD causado por consumo depende de la carga parasitaria; esta se caracteriza por
ser alta en los brotes orales (Alarcon de Noya et al., 2016; Lewis et al., 2018), Ademas, en los
brotes orales se suele presentar sintomatologia aguda e inflamacion del musculo cardiaco
(Filigheddu et al., 2017; Rodrigues et al., 2022); y presenta periodos de incubacion mas cortos
(Franco-Paredes et al., 2020; Nunes et al., 2018).

Se cree que las proteinas de familias multigénicas tienen funciones en la interacciéon hospedero-
patdgeno, la invasion y virulencia (Ledo et al., 2022; Osorio et al., 2012; Ramirez, 2023; Yao,
2010). Las metaloproteasas (GP63) se expresan diferencialmente durante los estadios del ciclo de
vida de T. cruzi (Osorio et al., 2012); atin no se conoce su funcion, sin embargo, en leishmaniasis
desempefia una funcion en la patogenia y en 7. brucei participa en la diferenciacion del estadio
prociclico (Osorio et al., 2012; Yao, 2010). Asi mismo, las proteinas similares a la mucina (MASP)

tienen un alto grado de polimorfismo y se expresan diferencialmente dentro de la misma poblacion



de parasitos (Bartholomeu et al., 2009; Ledo et al., 2022). Por lo anterior, se esperaria evidenciar
las MASP y las GP63 diferencialmente expresada entre las cepas. Adicionalmente, las
transialidasas (Ts) transfieren acido sidlico de la célula hospedera a los ligandos de superficie como
las mucinas (TcMUC), funcion necesaria en la invasion (Magalhaes et al., 2022). En el grupo II de
las Ts se encuentra la proteina gp82, la cual permanece inalterada por los jugos gastricos y puede
translocar la mucina gastrica, lo que le permite iniciar la infeccion a través de las células del epitelio
(Franco-Paredes et al., 2020; Oliveira et al., 2023). Por ello, las TslI se pueden sobreexpresar en
cepas asociadas a Chagas oral. Finalmente, las Ts y la familia de genes dispersos (DGF-1) cumplen
con funciones de evasion de la respuesta inmune del hospedero (Eugenia Giorgi & de Lederkremer,
2011; Kawashita et al., 2009; Ramirez, 2023), esto podrian significar una expresion diferencial

avanzada la infeccion.

La transcriptomica ha permitido entender la interacciéon hospedero-patogeno de 7. cruzi,
permitiendo identificar la expresion diferencial génica del parasito en diferentes momentos de la
infeccion y entre la infeccion por distintas cepas (Houston-Ludlam et al., 2016). De la igual modo,
se ha observado la amplia remodelacion del transcriptoma durante la infeccion temprana, y se ha
sugerido que este proceso guia el desarrollo del parasito (Li et al., 2016). Ademas, las técnicas de
transcriptomica han revelado como diferentes transcritos de la superficie de 7. cruzi remodelan su
expresion en todos los estadios de vida y durante metaciclogénesis (Cruz-Saavedra, Vallejo, et al.,
2020; Cruz-Saavedra et al., 2023; Grisard et al., 2010; Sabalette et al., 2023). Por ello, el uso de
técnicas de transcriptdmica permitiria evaluar escenarios de expresion génica en las cepas de T.
cruzi relacionadas con brotes orales, permitiendo observar la remodelacion transcriptomica que
pueden llevar a cabo estas cepas, y aclarando el panorama de la fisiopatologia de CD, en especial
teniendo en cuenta que hasta el momento ningun estudio se ha enfocado en este problema de interés

en salud publica.

Estudios previos han demostrado la expresion diferencial génica entre cepas de distintas DTUs de
T. cruzi (Houston-Ludlam et al., 2016), sin embargo, el analisis en los cambios de perfiles de
expresion génica entre cepas ha sido limitado. Por ende, se hace necesario caracterizar el perfil
transcriptomico de cepas aisladas de brotes de Chagas oral, esto significaria un aporte para el

entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad de Chagas. Por lo tanto, en este estudio se



comparo6 el perfil transcriptémico de una cepa aislada de un presunto brote de transmision oral y

de una cepa aislada de caso cronico.
2. Métodos
Infeccion de fibroblastos

Las cepas MHOM/CO/04/MG (MG) y MHOM/CO/21/JJ21 (JJ21) fueron aisladas a partir de un
caso cronico y de un supuesto brote oral, respectivamente. MG se ha reportado como caso
doméstico, y el presunto caso de Chagas oral fue aislado en 2021 de un paciente pediatrico del area
rural de Antioquia que presentaba sintomatologia (Cruz et al., 2015; Gual-Gonzalez et al., 2022).
Los fibroblastos 1.929 fueron escogidos por su utilidad en modelos de interaccion hospedero-
parasito (Houston-Ludlam et al., 2016; Li et al., 2016); estos fueron infectados con una proporcion
de 10 parasitos por célula con MT de cada cepa en cajas de 25 cm>. Los MTs se obtuvieron mediante
un cultivo envejecido de EP en medio LIT suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) en
cajas de 25 cm®, seguidos de una purificaciéon mediante una cromatografia en Sefarosa-DEAE
siguiendo el protocolo descrito por Cruz-Saavedra et al., 2017. Gracias a este cultivo se obtuvieron

TDC que fueron utilizados para el ensayo.

Un total de 10 TDC por cepa se cuantificaron mediante el citometro de flujo Guava EasyCyte

(Millipore)  (https://www.emdmillipore.com/US/en/20130828 204340?bd=1) siguiendo las

instrucciones de fabrica. Posteriormente, se tripsinizaron los cultivos de fibroblastos y se realiz6 el
conteo celular siguiendo el mismo protocolo de citometria con un ajuste al tamafio de parasito. Un
total de 3x10* células en medio Dulbecco Eagle modificado (DMEM) suplementados con 10%
SFB se dispensaron en placas de 24 pozos y se esper6 4 horas a que se encontraran fijadas. Para el
cultivo, se lavaron los fibroblastos, y se adicionaron 10 TDC por célula que se llevaron a incubar
a una temperatura de 37°C en un ambiente de 5% de COz; se incluyeron 3 réplicas técnicas para la
cepa MG y 6 para JJ21. Se realiz6 el seguimiento del cultivo a las 24, 48, 72 y 120 horas post
infeccién mediante una coloracion de Giemsa, lo anterior con el fin de corroborar si las cepas
seguian los tiempos establecidos por Li et al., 2016, de inicio de infeccion y punto maximo de AM.
Se pararon los experimentos de tres réplicas de cada cepa a las 24 horas, las otras tres réplicas de
la cepa JJ21 se pararon a las 72 horas; esto con la finalidad de realizar dos comparaciones: entre
las cepas JJ21 y MG a las 24 horas, y entre las 24 y 72 horas de la cepa de supuesto brote oral.

Transcurrido este tiempo, se lavaron las células, seguido de una tripzinizacion y centrifugacion de
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estas, finalmente, se realizaron dos lavados con PBS. Los pellet obtenidos fueron utilizados para la

extraccion.
Extraccion de ARN

Con los pellet obtenidos se extrajo el ARN con el RNeasy Mini Kit (Qiagen, EE. UU.) siguiendo
las indicaciones del fabricante. La calidad y la concentracion de las muestras se comprobaron
mediante el espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, EE. UU.); se realiz6
electroforesis en gel de agarosa al 1% para determinar la integridad. Todas las muestras tenian una

relacion 260/280 superior a ~2,0.
Secuenciacion del ARN

Se realizaron tres réplicas bioldgicas para cada muestra: la cepa MG a las 24 horas, la cepa JJ21 a
las 24 horas y una cepa mds de JJ21 a las 72 horas (Tabla S1). El material genético seleccionado
(ARN) presenta alta labilidad, al tener tres experimentos diferentes, las muestras se consideran
réplicas biologicas. El modelo de infeccion (fibroblastos y parasitos) se secuenciaron con el sistema
NovaSeq X-Ten (Illumina) de Novogene Bioinformatics Technology Co., Ltd, Beijing, China, con
profundidad minima de 9Gb. Los fibroblastos son quienes contribuyen mayoritariamente a las
lecturas obtenidas pues la cantidad de parésitos intracelulares es baja. Los fragmentos de ADN se
repararon, formaron una cola Ay se ligaron adicionalmente con el adaptador Illumina. La biblioteca
de ADN final se obtuvo por seleccion de tamafio y amplificacion por PCR, con la finalidad de
realizar librerias paired-end de 150 pb. Las bibliotecas a ARNm se generaron a partir de los dos
tiempos de infeccion de la cepa JJ21 y a las 24 horas de la cepa MG. Para garantizar la calidad en
el analisis, las lecturas que contenian adaptadores con un N>10% y Qscore<5 no fueron tenidas en
cuenta. La calidad de las lecturas se evalu6 con el software FASTQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) que considera 10 parametros, entre

estos se encuentran la puntuacion de calidad por base, el contenido de GC por secuencia de base y

el contenido de Kmer.
Analisis de datos de transcriptoma

Las secuencias se alinearon contra la referencia de 7. cruzi BrazilA4 version TriTrypDB-

63 TcruziBrazilA4 disponible en TripTrypDB (http://tritrypdb.org) (Aurrecoechea et al., 2017;

Shanmugasundram et al., 2023). Para el analisis de expresion diferencial se utilizaron STAR v.2.5.2
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para el alineamiento (Dobin et al., 2013) y el software HTSeq v.2.0.3 para el recuento de lecturas
por gen (Putri et al., 2022). También, se utilizé DEseq2 v.1.18.1 para normalizar los recuentos de
lectura y evaluar la significancia estadistica de los genes diferencialmente expresados (DEG); los
cuales fueron evaluados bajo los siguientes criterios: fold-change>2 y p-value de Benjamini-
Hochberg <0,05 (Love et al., 2014). Las comparaciones del estudio utilizadas para DEseq se

encuentran disponibles en la Tabla S1.

Con Microsoft Excel 2021 (18.0) se depuraron las listas de los DEGs en sub-regulado y sobre-
regulados (Tabla S2) y se sometieron a una busqueda de genes con TriTryp de EupathDB
(Aurrecoechea et al., 2017). Esto permitié observar las ontologias génicas para las comparaciones
(Tabla S3) y el enriquecimiento de las vias metabolicas (Tabla S4). Se crearon graficos descriptivos
sobre la expresion diferencial y la ontologia génica utilizando Rstudio 3.3.0 con los paquetes

ggplot2, gplots y tidyverse.

Ademas, se descargaron archivos fasta de los DEGs utilizando la herramienta TripTryp, los cuales
fueron utilizados como entrada en el Servidor de Anotaciéon Automdtica de la Enciclopedia de
Genes y Genomas de Kyoto (KAAS, por sus siglas en inglés) (Moriya et al., 2007). Se utilizé el
algoritmo de busqueda de homologia GHOSTX con el conjunto de datos disponible de
Kinetoplastids como referencia. KAAS anot6 los genes a partir de las secuencias de los archivos
fasta al alinearlos con las bases de datos disponibles en Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kyoto (KEGG, por sus siglas en inglés). Esto permitié la reconstruccion de vias de sefalizacion en
donde estaban involucrados los DEGs. El archivo HTML generado permitié observar los genes
que participaron en las vias de sefializacion diferencialmente expresadas. Finalmente, las imdgenes

de las vias fueron editadas con Adobe Illustrator.
3. Resultados
Expresion diferencial de genes durante la infeccion en fibroblastos

Se obtuvieron entre 70 y 100 millones de lecturas para cada una de las 9 muestras incluidas en el
estudio (3 muestras de MG a las 24 horas, 3 muestras de JJ1 a las 24 horas y 3 muestras de JJ21 a
las 72 horas). Los resultados para cada réplica estan disponibles en la Tabla S2. Se observo una
expresion génica diferencial a las 24 horas entre las cepas MG y JJ21. La distribucion de las lecturas

basada en el fold change (FC) (>2) y el valor p (<0.05) para estas comparaciones se muestra en la



Figura 1. El fold change es una medida que describe el cambio entre la medida control y la

experimental.

Se asignaron 1268 transcritos en la cepa JJ21 a las 24 horas, de estos 876 se subexpresaban y 54 se
sobreexpresaban. Asi mismo, en la cepa JJ21 a las 72 horas se asignaron 2587, de estos 787 estaban
subexpresados y 93 sobreexpresados (Figura 1); esta muestra fue transcripcionalmente mas activa.
La cepa con mayor nimero de genes sobreexpresados fue MG a las 24 horas con un total de 876.

La informacién completa de los genes diferencialmente expresados se puede encontrar en la Tabla

S3.
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Figura 1. Grafico de volcan para a) la comparacion de las dos cepas en la infeccion temprana y b) la comparacion de
la cepa JJ21 en los dos distintos momentos post-infeccion, con la distribucion de las lecturas con -1.0 >

log2FoldChange >1.0 y pvalue>0.05. ¢) Abundancia de los DEGs para ambas comparaciones.

Para la evaluacion de la remodelacion transcripcional entre las cepas JJ21 y MG a las 24 horas, se
observaron 294 genes sobrerregulados y 1428 genes subrregulados (Figura 1lc, Tabla S3). El
transcrito mas subrregulado fue una cadena pesada de dineina con un FC de -6.03, mientras que el
mas sobrerregulado fue la mucina con un FC de 5.40. En esta comparacion, se observo que en JJ21,
los genes DGF-1, Transialidasa, Ts grupo V, GP63 y mucina TCMUII fueron principalmente
subrregulados. Ademas, en la cepa JJ21 a la 24 horas se sobreexpres6 DGF-1, MASP, TS y TS
grupos Il y V (Figura 2A). Los transcritos mas subrregulados y sobrerregulados fueron genes que
codificaban para proteinas hipotéticas con 188 y 49 copias, respectivamente. Entre los transcritos
subrregulados, las que tenian el menor numero de copias (3) fueron la proteina de union al ARN y
la Ts del grupo V, y en cuanto a los transcritos sobrerregulados las de menor FC fueron MASP y

las Ts de los grupos I y V, que tenian una copia cada una.
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Figura 2. Abundancia de DEGs para a) la comparacion de las 24 horas de ambas cepas b) la comparacion de la post-

infecion de la cepa JJ21.

Por otro lado, la evaluacion de la expresion diferencial de la cepa JJ21 a las 72 horas mostré que
habia 152 genes sobrerregulados y 623 subrregulados (Figura Ic, Tabla S3), ademas, que los
transcritos de proteinas hipotéticas tenian FC mas bajo (-6.03), mientras que la proteina de
mantenimiento estructural de cromosomas (SMC) tenia el FC mas alto (5.77). Los transcritos
subexpresados estaban principalmente asociados con las familias de genes DGF-1, GP63, mucina,
TcMUCI y TcMUCII. En contraste, los genes sobreexpresados incluian DGF-1, transialidasas y la
proteina fosfatasa 2C (Figura 2B). En este caso, los transcritos mas sobre y subrregulados fueron
genes que codificaban para proteinas hipotéticas con 449 y 96 copias, respectivamente. Entre los
subrregulados, la mucina tenia el menor niimero de copias (6), mientras que para los transcritos
sobrerregulados, la proteina fosfatasa 2C y la proteina acida ribosomal 60S tenian dos copias cada
una. El nimero de copias para los genes diferencialmente expresados esta disponible en la Tabla
S4.

Ontologia génica



El analisis de los genes diferencialmente expresados permiti6 revelar 105 transcritos asignados a
ontologias génicas para la comparacion de las dos cepas a las 24 horas, de estos 60 eran
sobrerregulados y 45 subrregulados. Se observéd que principalmente se sobreexpresaron transcritos
asociados a procesos celulares (45 genes), de expresion génica (12 genes) y a procesos de
biosintesis celular de compuestos nitrogenados (11 genes) (Figura 3a), y se subexpresaron
transcritos del metabolismo de sustancias organicas (108 genes), de compuestos nitrogenados (98

genes) y de macromomoléculas celulares (95 genes) (Figura 3B).
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Figura 3. Ontologia génica segun la cantidad de transcritos, el fold enrichment y -logl0(FDR) de a) Sobrerregulados
de la comparacion de la infeccion temprana, b) subrregulados de la comparacion de la infeccion temprana, c)
sobrerregulados de la cepa JJ21 en los dos momentos de la infeccion y d) subrregulados de la cepa JJ21 en los dos

momentos de la infeccidn.

De igual manera, fueron identificadas 177 transcritos asociados a ontologias génicas para la
comparacion de la cepa JJ21 a las 24 y 72 horas, de las cuales 97 eran subrregulados y 80
sobrerregulados. En esta cepa, se sobrerregularon trascritos de procesos catabolicos celulares (9
genes) y de macromoléculas (7 genes) (Figura 3C), y se subrregularon transcritos asociados a
procesos bioldgicos (351 genes), metabolismo celular (208 genes), de macromoléculas (175 genes)
y de compuestos celulares nitrogenados (121 genes) (Figura 3D). La informacion completa de todas

las ontologias génicas para todas las comparaciones se encuentra disponible en la Tabla S5.
Vias de senializacion diferencialmente reguladas

Para determinar las vias de sefializacién asociadas con los genes diferencialmente expresados

(DEGs), se utilizaron los resultados de TriTrypDB, que incluian informacion sobre la via de



sefalizacion, el nimero de DEGs, el fold enrichment y el FDR. En general, en la comparacion de
ambas cepas a las 24 horas fue posible observar que la cepa JJ21 se sobreexpresaban transcritos
distintos a los sobre y subrregulados en las otras comparaciones. Por el contrario, se evidenciaron
similitudes en los transcritos subexpresados en la cepa JJ21 a las 24 horas y a las 72 horas (Figura

4).

En la comparacion de la infeccion temprana entre las dos cepas a las 24 horas, se identificaron
transcritos sobreexpresados para las siguientes vias: metabolismo de fAirmacos y otras enzimas, la
supervia del metabolismo energético anaerobico (invertebrados), el ciclo de asimilacion de carbono
fotosintético C4 (tipo NAD-ME), el metabolismo energético anaerobico (invertebrados, citosol) y
la biosintesis de rizocticina A y B. De manera similar, se encontraron transcritos subexpresados de
las siguientes en esta comparacion: biosintesis de carbapenem, biosintesis de nucledtidos de
azucares del antigeno O, supervia de biosintesis del complejo micolil-arabinogalactano-
peptidoglicano, metabolismo de almidon y sacarosa, y metabolismo de farmacos y otras enzimas

(Figura 4).
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Figura 4. Mapa de calor del top 10 vias de sefializacion con mas transcritos expresados en las comparaciones

evaluadas.

Para la comparacion de la infeccion a las 24 y 72 horas por JJ21, se evidencio que las vias mas

sobrerreguladas fueron procesos de biosintesis de aspiridona A, de triptoquialanina, de fusarina C,



de varios metabolitos secundarios - parte 2, y de monobactdmicos. En el mismo modo, el
metabolismo de las purinas, de farmacos y otras enzimas, la biosintesis de azticar de nucleo6tidos
del antigeno O, de antibidticos FR-900098 y FR-33289, y la supervia de biosintesis de
desoxirribonucleo6tidos de pirimidina (de novo), fueron algunas de las vias mas subrreguladas en
esta comparacion. La informacion con todas las via diferencialmente expresadas obtenida por

TriTryp se encuentra disponible en la Tabla Sé.

Ademas, en KAAS, se reconstruyeron tres vias de sefalizacion a partir de los genes
diferencialmente expresados. Para la comparacion de ambas cepas a las 24 horas, se encontraron 9
genes sobrerregulados y 26 genes subrregulados asociados con la via del ribosoma. Para la
comparacion de JJ21 a las 72 horas, se encontraron 8 genes sobrerregulados en esta misma via
(Figura 5). Los transcritos S15Ae y S14e se expresaron diferencialmente en la cepa JJ21 a las 24
horas, estos se encontraban sub y sobrerregulados. Los transcritos S15, L6 y Sl2e se
sobreexpresaron en la cepa JJ21 a las 72 horas. La mayoria de los genes identificados en la via de

los ribosomas se subrregularon en JJ21 a las 24 horas (Figura 5B).
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Figura 5. a) Via del ribosoma expresada diferencialmente para las comparaciones de 24 horas entre ambas cepas, y
aumentada en la cepa JJ21 a las 72 horas. Imagen adaptada de KAAS por KEGG. b) Tabla basada en genes regulados

hacia arriba y hacia abajo para cada comparacion.

De manera similar, en JJ21 a las 72 horas, se encontraron 9 genes subrregugulados asociados con
el metabolismo de las purinas (Figura S2), y 10 genes subrregulados asociados con la

Glucolisis/Gluconeogénesis (Figura S3).
4. Discusion

El proposito de este estudio fue determinar la expresion diferencial de genes de una cepa aislada
de un presunto brote de transmision oral y un caso cronico. Para este fin se usé un modelo de
infeccion de fibroblastos con TDC de 7. cruzi y se evalud la remodelacion transcriptomica de la
cepa de presunto brote oral, utilizando como control a la cepa de caso crénico. El transcriptoma
fue secuenciado para identificar los DEGs, este anélisis proporciona un medio sélido y sensible en
la evaluacién de la expresion diferencial. Adicionalmente, gracias a los DEGs fue posible
identificar las ontologias génicas y las vias metabdlicas diferencialmente expresadas. Las
transialidasas del grupo II se sobreeexpresaron en la cepa JJ21, este grupo se ha relacionado con la
infeccion por via oral por su afinidad con la mucina géstrica, lo que reafirma el papel que estas
tienen en la infeccion del epitelio gastrico. Ademads, se observo que lo genes GP63 que cumplen
con funciones de virulencia en otras cepas de 7. cruzi, se regulan a la baja en la cepa del supuesto
brote de Chagas oral, lo que indica que en cepas como JJ21 existen otros genes que codifican para
las funciones de virulencia. Teniendo en cuenta lo anterior, se evidencia que la cepa aislada de un

supuesto brote de Chagas oral expresa un perfil transcriptomico distinto al brote de CD cronico.

Mediante el recuento de lecturas, se evidencid mayor actividad transcriptomica en la cepa JJ21 a
las 72 horas cuando se compara con la misma cepa a las 24 horas. Esto se debe al aumento en la
cantidad de parasitos durante la infeccion. Adicionalmente, los transcritos mas subexpresados y
sobreexpresados en ambas comparaciones correspondieron a genes que codificaban para proteinas
hipotéticas; a pesar de ser desconocidas, resalta la diversidad y abundancia de genes expresado
diferencialmente, no obstante, es necesario reunir esfuerzos que mejoren la anotacion del genoma

de T cruzi.

Dada la profundidad de secuenciacion, se identificaron transcritos asignados a familias

multigénicas de proteinas, que son caracteristicas del parésito. En relacion con la comparacion de



ambas cepas a las 24 horas, en JJ21 se evidencid que se subexpresaban principalmente las familias
DGF-1, GP63 y Ts, y se sobreexpresaban las TslI, TsV, MASP y TcMUCII. En la comparacion de
la cepa JJ21 en dos puntos de la infeccion, se observo que, a las 72 horas se subexpresaban DGF-
1, GP63 y TcMUCII, mientras que, se sobreexpresaban las TcMUC; asi mismo, en este Gltimo se
observd que se sobreexpresaban procesos catabolicos. Igualmente, se reconstruy6 la via de los
ribosomas para la cepa JJ21, la cual se expreso diferencialmente a las 24 horas y se sobrerregulaba
a las 72 horas; y la via de la glicolisis que se subrreguld a las 72 horas de JJ21. La expresion
diferencial de transcritos de familias multigénicas e involucrados en la via de ribosomas ha sido
descrita en estudios transcriptomicos previos (Belew etal., 2017; Berna et al., 2017; Cruz-

Saavedra, Muioz, et al., 2020; Ramirez, 2023)

GP63 es una familia de glicoproteinas presentes en la superficie del parasito, con actividad de
proteasa acida y asociada principalmente con funciones de virulencia (Berna etal., 2017,
Mandacaru et al., 2019). Estos genes codifican para proteinas involucradas en la interaccion
hospedero-patogeno; ademas, poseen un alto nimero de copias y se encuentran mayoritariamente
en AM (Kulkarni et al., 2009; Mandacaru et al., 2019). En este estudio, se observd que GP63 se
subrregula en la cepa JJ21 en las 24 y 72 horas, lo que sugiere que, en esta cepa en particular, la
familia GP63 podria no ser relevante para la interaccion hospedero-patdégeno y virulencia. De la
misma manera, se ha sugerido que la expresion de GP63 est4 asociada a la respuesta a estrés, ya
que promueve la resistencia a péptidos antimicrobianos, la supervivencia de AM intracelulares en
macrofagos y la degradacion de proteinas citosélicas en las células del huésped (Cruz-Saavedra,
Muiioz, et al., 2020; Mandacaru et al., 2019). Por tanto, la exposicion de la cepa JJ21 a estrés puede

llevar a la expresion de estos transcritos.

Las TcMUCII son el grupo de proteinas mas expresado en AM, mientras que TcMUCI tiene una
expresion moderada (Bernd et al., 2018; Buscaglia et al., 2006). Este grupo de proteinas también
cumple con roles de penetracion al hospedero y evasion de la respuesta inmune (Kulkarni et al.,
2009; Osorio et al., 2012). La expresion diferencial de estas proteinas ha sido asociada a diferencias
fenotipicas en la virulencia entre DTUs (Berna et al., 2018). En el presente estudio, se observo que
TcMUCI y TcMUCII se regulaban a la baja a las 72 horas de la cepa JJ21, sugiriendo que las

diferencias de expresion estan asociadas al fenotipo de cada cepa.



Las proteinas Ts son una familia heterogénea con 1400 miembros que pertenecen a 8 grupos
distintos (Freitas et al., 2011). Estas proteinas transfieren acido sidlico a las mucinas, esta reaccion
promueve la invasion celular y protege al parasito de la respuesta inmune del hospedero; ademas,
estas proteinas son necesarias para que 7. cruzi escape de la vacuola parasitofora (Berna et al.,
2018; dC-Rubin & Schenkman, 2012; Loch et al., 2021). De la misma manera, las Ts se expresan
diferencialmente en todos los estadios de vida del parasito, y en los AM se encuentran 33 genes
exclusivos que codifican para estas proteinas (Berna etal., 2017). Se observo que TsII se
sobreregulaba en la cepa del supuesto brote oral a las 24 horas. Lo anterior, podria indicar la
actividad de la proteina gp82 perteneciente a las TslI, la cual ha sido relacionada con la invasion
de T cruzi al epitelio gastrico del mamifero (Bayer-Santos et al., 2013; Rodrigues et al., 2019). Se
sugiere realizar estudios transcriptomicos con mayor profundidad, puesto que, esto puede llevar a
la identificacion de gp82 y otros transcritos implicados en la infeccion del parasito mediante el

epitelio.

El catabolismo de aminoacidos es uno de los procesos que permite la proliferacion en las etapas de
multiplicacion celular de 7. cruzi, como los AM (Berna et al., 2017). Asi mismo, procesos como la
proteolisis y la glicolisis son llevados a cabo de manera regular por parte del parasito, con la
finalidad de obtener energia (Berna et al., 2017; Mufioz et al., 2015). Los resultados muestran que,
a las 72 horas, en los AM de la cepa JJ21 se sobreexpresaron transcritos asociados a procesos
catabolicos asociados a macromoléculas y proteinas. La expresion diferencial de estos procesos
supone una obtencion de energia por parte del parasito, la cual es necesaria para los ciclos de
multiplicacion. No obstante, la via de la glicolisis se subexpreso en la cepa JJ21 a las 72 horas. De
lo anterior, se puede sugerir que, en la cepa del supuesto brote oral, se prioriza la obtencion de
energia por catabolismo de macromoléculas y proteinas, mas no mediante la lisis de la glucosa.
Aun no existen estudios que respalden esta afirmacion, por tanto, se sugiere un estudio comparativo

enfocado a la obtencidn de energia de diversas cepas.

Los tripanosomatidos cuentan con la presencia de grandes segmentos de expansion, extensiones de
proteinas ribosémicas, e inserciones de ARNr adicionales, incluido un ARNr de dominio grande
(Rodriguez-Almonacid et al., 2023). Ademas, diferentes estudios han demostrado la expresion
diferencial de proteinas ribosomales entre los estadios de 7. cruzi 'y T. brucei (Jensen et al., 2014;

Smircich et al., 2015). Gracias al perfilamiento de los ribosomas se ha sugerido la existencia de



organelos especializados que modulan la traduccidon en respuesta a estimulos, patologias o el
entorno (Chikne et al., 2016; Smircich et al., 2015). De igual forma, se sabe que estos estan
presentes en los distintos estadios de vida de 7. cruzi (Cruz-Saavedra, Vallejo, et al., 2020). Los
resultados de este estudio sugieren la expresion diferencial de transcritos de proteinas ribosémicas
entre una cepa aislada de un caso cronico y otra cepa presuntamente aislada de un caso de Chagas
oral. Se sugiere realizar un analisis protedmico donde se evaluen las proteinas ribosomales de estas
cepas que participan en los procesos de regulacion post traduccional. Adicionalmente, teniendo en
cuenta la expresion diferencial de transcritos relacionados a ribosomas en 7. cruzi, en sus estadios
y en diferentes cepas, se hace urgente realizar diversos estudios 6micos que eluciden el papel de

estos organelos y sus polimorfismos.

Hasta donde se conoce, este es el primer estudio transcriptdmico que compara una cepa asociada
con un presunto brote oral y una cepa de caso cronico. En este fue posible evidenciar cambios en
la remodelacién transcriptomica entre las cepas JJ21 y MG. Se observd cambios en la expresion
diferencial de las familias de proteinas Ts, TcMUC, MASP, DGF-1 y GP63, indicando que existe
un perfil transcripcional especifico en la cepa de supuesto brote oral, que puede estar asociados con
diferentes mecanismos de interaccion hospedero-patogeno. La modulacion diferencial de
transcritos puede conducir a cambios en sus funciones, lo que sugiere fenotipos distintos entre las

cepas. Igualmente, la via asociada a los ribosomas present6 diferencias de expresion.

Una de las limitaciones de este estudio estd asociada a las lecturas obtenidas por la profundidad de
secuenciacion, a pesar de ser 9Gb, no se logra obtener gran cantidad de transcritos del parasito
porque este es intracelular y la cantidad de parasitos por célula es baja, ademas es pobre de ARN.
Para observar la expresion diferencial de los transcritos, se sugiere que estudios posteriores aborden
un enfoque transcriptoémico de mayor profundidad, con el fin de obtener mayor nimero de lecturas
que permitan hacer una asignacion precisa a miembros de estas grandes familias de proteinas. Asi
mismo, se sugiere realizar estudios de transcriptomica de comparacion entre distintas cepas
asociadas a brotes orales y con cepas de casos cronicos. De esta manera, se llegaria a evidenciar el
perfil transcriptomico de la cepas de brotes orales y la expresion de proteinas asociadas a la

infeccion del epitelio gastrico.

Los resultados obtenidos demuestran perfiles de expresion génica diferenciales entre una cepa de

T cruzi asociada a Chagas oral y un caso crénico; esto permite dilucidar el panorama de la



fisiopatologia de la enfermedad de Chagas, puesto que mediante la observacion de los transcritos
diferencialmente expresados se exhibe una interaccion hospedero-patogeno diferente. Asi mismo,
exhiben una remodelacion transcripcional principalmente relacionada con las familias multigénicas
y proteinas relacionadas a la via de los ribosomas en la cepas asociada al brote oral. Lo anterior,
evidencia el rol fundamental que tienen estas proteinas durante la interaccion de 7. cruzi con el
hospedero. Es importante que, diversos estudios corroboren los resultados mediante metodologias
como transcriptomica y proteémica de diferentes cepas de 7. cruzi en distintos puntos de la
infeccion, para asi evidenciar las singularidades de estas cepas, en cuanto a expresion y funcion de
proteinas. Ademads, con la finalidad de observar la interaccién hospedero-patdgeno, se recomienda
realizar ensayos de invasion in vivo en los que sea posible evaluar la cantidad de parésitos en las
células, y los cambios del transcriptoma y proteoma del parésito y hospedero. Hasta donde la
literatura lo permite, este es el primer estudio que realiza un acercamiento importante para entender

la fisiopatologia de la enfermedad de Chagas, y cepas asociadas a los brotes orales.
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6. Material Suplementario
Figura S1. Fibroblastos infectados a lo largo del tiempo evaluado.

Figura S2. Metabolismo de las purinas, via regulada a la baja en la cepa JJ21 a las 72 horas. Los

DEG de esta via estan resaltados en verde.

Figura S3. Glicolisis, via regulada a la baja en la cepa JJ21 a las 72 horas. Los DEG de esta via

estan resaltados en verde.
TablaS1. Comparaciones realizadas en el estudio junto con el control para cada una.

Tabla S2. Secuenciacion de datos para cada réplica, incluidas lecturas sin procesar, datos sin

procesar, efectivos y errores.



Tabla S3. Informacién de DEG que incluye ID, ubicacién gendmica, descripcion del producto y

tipo de gen.

TablaS4. Datos de DEseq, incluidos el valor p y el cambio de pliegue.

TablaS5. Los datos de Gene Ontology obtenidos de TriTryp incluyen el nimero de genes, el

enriquecimiento de veces y FDR.

TablaS6. Los datos de enriquecimiento de rutas obtenidos de TriTryp incluyen el nimero de genes,

el enriquecimiento de veces y el FDR.
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