
Tesis para optar por el título de Licenciada en Biotecnología

Diciembre 2024

Victoria Arcondo
Director: Carlos Buscaglia
Co-directora: Guadalupe Romer

Refinamiento de herramientas
de serotipificación de 

Trypanosoma cruzi basadas en
TSSA (trypomastigote small 

surface antigen).



Agradecimientos

A mis papás, por darme las herramientas para hacer esta carrera, por confiar en mí siempre y por
dejarme recorrer mi camino conmucha libertad.

A mis hermanas, por ser mis primeras amigas, por soportarme en mis peores momentos y por las
risas, anécdotas y momentos compartidos creciendo juntas.

A mi abuelo, por estar siempre presente, por todas las cosas que me enseñaste, por haberme
ayudadomucho en estos últimos años y por ser una de las personas quememarcó de por vida.

A Con, por este año hermoso que compartimos juntos, y todos los demás en los que siempre
estuviste presente. Gracias por hacer de tu casa mi casa, por escucharme siempre que lo necesité,
por motivarme y tenermemucha paciencia en este último año, sin vos no hubiese sido igual.

A la Buscaloneta (Carlos, Vir, Guada, Aldi y Cami), por integrarme y hacerme sentir parte desde el
momento uno. A Carlos, por la paciencia infinita y por permitirme ser parte de tu laboratorio. A
Guada, por haber sido la mejor guía posible en esta etapa, por todas las cosas queme enseñaste y
por el acompañamiento y la ayuda constante.

A la UNSAM y sus docentes, por darme la mejor formación posible, por el acompañamiento
incondicional y por todas las oportunidades de crecimiento queme dieron a lo largo de estos años.

A mis amigos del barrio (Javi, Picho, Loa, Sofi, Cami y Caro), por haber crecido juntos, por entender
cada una de mis ausencias en estos años, por los hermosos momentos que compartimos y por
haberse vuelto prácticamente una parte de mi familia.

A mis amigos del cole (Agus, Sofi, Equi, Marcos, Lauti, Romi y Joaco), por las noches infinitas de
risas, por ayudarme a despejarme en los momentos complicados y por conservar esta amistad tan
linda a lo largo de los años.

A mi camada, por todo el recorrido que hicimos en conjunto. Gracias por las tardes en el pastito, por
los festejos de cada parcial aprobado, por cada mate, cada almuerzo de mezasa, cada laboratorio
interminable y cada parcial caótico que vivimos juntos. De un grupo de 25 desconocidos, se
volvieron mis amigos más íntimos. Gracias por vivir esta etapa con tanta emoción y pasión como
yo, estos años quedan grabados para siempre enmi corazón.

A Abi por ser mi primer facuamiga, por escucharme y tenerme siempre presente, y por el hermoso
vínculo que se formó en estos años. A Toto, por ser tan compañero, por darme una mano siempre
que lo necesite y hacernos parte de tu hogar. A Dani, por las risas interminables, me atrevo a decir
que sos la persona más graciosa de la UNSAM. A Gonza, por los km infinitos recorridos juntos, sos
el mejor compañero de viaje. A Cande, por ser una de las personas más generosas que conozco y
estar siempre dispuesta a ayudarme. A Sebi, por enseñarme a ser más creativa y por hacer de cada
trabajo una oportunidad para reírnosmucho. A Mari, sos un ejemplo a seguir por todo el esfuerzo y



sacrificio que hiciste a lo largo de estos años, gracias por motivarme a ser cada díamejor. A Santi,
me haces reír cada vez que te veo, gracias a vos los laboratorios fueron un poco más divertidos. A
Ailu, por siempre tener una sonrisa y una actitud positiva que se contagia, te volviste muy
importante este último año. A Facu, por cada asadito y cada charla en la queme escuchaste, desde
el día uno pude ser yo misma con vos.



Resumen

Trypanosoma cruzi, el agente etiológico de la enfermedad de Chagas, presenta una estructura
poblacional compleja, con múltiples cepas genéticamente diversas agrupadas en 6
unidades discretas de tipificación (DTU), denominadas TcI a TcVI. Estas DTU presentan
variaciones en sus características eco-epidemiológicas y, probablemente, también clínicas,
por lo que la tipificación de la cepa infectante emerge como una necesidad en el área. El
antígeno TSSA (trypomastigote small surface antigen) es el candidato más prometedor para la
serotipificación de T. cruzi ya que presenta ‘variantes’ en las distintas DTU que generan
firmas de anticuerpos diferenciales durante la infección. Estudios recientes en el
laboratorio permitieron identificar y mapear dos aparentes epítopes B lineales (A y B) de
localización casi solapada dentro de la región polimórfica, y antigénica, de TSSA. Para
explorar las propiedades serodiagnósticas de estos epitopes putativos en este trabajo se
desarrollaron proteínas recombinantes conteniendo distintas configuraciones: i) solo el
epitope A; ii) solo el epitope B; iii) los epitopes A y B, en su disposición original; y iv) ambos
epitopes, pero separados por un espaciador. Todas estas construcciones se generaron para
las variantes TSSAII, III y IV (codificadas en los genomas de TcII/TcV/TcVI, TcIII/TcV/TcVI
y TcIV, respectivamente), se expresaron en bacterias como proteínas recombinantes de
fusión y se ensayaron por ELISA frente a un panel de sueros de pacientes infectados con T.
cruzi. Los resultados en TSSAII validan los epitopes A y B, mostrando que son secuencias
discretas, reconocidas por distintas poblaciones de anticuerpos y que, en conjunto y en
líneas generales, logran recapitular la respuesta serológica de la TSSAII original. Además, se
muestra que el epitope A es significativamente más inmunogénico que el B, tanto en
términos de reactividad como de seroprevalencia (de los 82 sueros TSSAII-reactivos
ensayados, 41 reconocen exclusivamente al epitope A (epitotipo A), 30 presentan
reconocimiento mixto (epitotipo AB) y solo 1 muestra epitotipo B. La inmunodominancia
del epitope A se extiende también a las variantes TSSAIII y TSSAIV. Más interesante, los
epitopes A de las variantes de TSSA muestran mayor promiscuidad de reconocimiento
serológico en comparación con los epitopes B, que son más específicos. Por último, se
muestra que el agregado del espaciador mejora la performance diagnóstica de TSSAII ya
que i) permite el rescate diagnóstico de sueros catalogados como ‘negativos’ por la TSSAII
salvaje, sin espaciador; y ii) aumenta su reactividad frente a sueros de epitotipo AB pero no
de epitotipo A o B. Este último punto sugiere que la disposición adyacente de los epitopes A
y B en TSSA dificulta su reconocimiento simultáneo por los distintos anticuerpos. En
conjunto, los resultados obtenidos aquí contribuyen a la caracterización antigénica de
TSSA y aportan información valiosa y posibles herramientas para el refinamiento de los
protocolos de serodiagnóstico y serotipificación de T. cruzi basados en esta molécula.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, serotipificación, TSSA
(trypomastigote small surface antigen), DTU (unidades discretas de tipificación).
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Abreviaturas y definiciones

❖ Aa: Aminoácidos
❖ AcNa: Acetato de sodio
❖ ADN: Ácido desoxirribonucleico
❖ Amp: Ampicilina
❖ APS: sulfato de amonio
❖ ARN: Ácido ribonucleico
❖ BrEt: Bromuro de etidio
❖ BSA: Albúmina sérica bovina
❖ C.s.p: Cantidades suficientes para
❖ DMSO: Dimetilsulfóxido
❖ EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético
❖ ELISA (Enzyme Linked Inmuno-Sorbent

Assay): Ensayo por inmunoabsorción
ligado a enzimas

❖ Epitope: determinante antigénico
❖ Epitope B lineal: secuencia continua de

un antígeno reconocida por un
anticuerpo

❖ Epitotipo: tipo de reconocimiento
epitópico definido para un suero dado

❖ EtOH: Etanol
❖ GSH: Glutatión reducido
❖ GST: Glutatión S-transferasa
❖ HRP (horseradish peroxidase): peroxidasa

de rábano
❖ IgG: Inmunoglobulina (isotipo G)
❖ IPTG: Isopropil

β-D-1-tiogalactopiranósido
❖ LAMP (loopmediated isothermal

amplification): Amplificación isotérmica
mediada por bucle

❖ LB: Luria-Bertani Broth
❖ MCS (multiple cloning site): Sitio de

clonado múltiple
❖ MgCl2: cloruro de magnesio
❖ MK (molecular weight marker): Marcador

de masa molecular
❖ mLEE: Electroforesis enzimática

❖ OD: Densidad óptica
❖ ON (over-night): Durante toda la noche
❖ PBS: Buffer fosfato salino
❖ PBS-T: Tween 20 al 0,05% en PBS
❖ PCR (polymerase chain reaction): Reacción

en cadena de la polimerasa
❖ pb: Pares de bases
❖ PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
❖ RAPD: Amplificación aleatoria de ADN

polimórfico
❖ RFLP: Fragmentos de restricción de

longitud polimórfica
❖ S.D: Desvío estándar
❖ SDS (sodium dodecyl sulphate):

dodecilsulfato sódico
❖ SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis): Electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

❖ Sp (spacer): Espaciador molecular
❖ Suero cross-reactivo: Suero que reconoce

a más de una isoforma de TSSA
❖ Suero TSSAII-exclusivo: Suero que solo

reconoce a TSSAII
❖ Suero TSSAII-reactivo: Suero que

reconoce a TSSAII
❖ TBE: Tris-borato-EDTA
❖ TE: Tris-HCl-EDTA
❖ TEMED: N,N,N′,N′

-Tetrametiletilendiamina
❖ TMB: 3,3′,5,5′-tetrametilbencidina
❖ TSSA (trypomastigote small surface

antigen): antígeno pequeño de superficie
de tripomastigote de T. cruzi

❖ Tween 20: nombre comercial del
detergente polisorbato 20 o monolaurato
de polioxietilensorbitano

❖ U.A.: Unidades Arbitrarias

multilocus



Introducción

Trypanosoma cruzi y enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es un parásito protozoario unicelular flagelado, causante de la
enfermedad de Chagas, una de las enfermedades tropicales desatendidas más relevantes [1].
Esta enfermedad afecta a unos 6-7 millones de personas, principalmente en América
Latina, constituyendo un grave problema sanitario y socioeconómico en la región [2]. En los
últimos años, y como consecuencia de la migración de personas infectadas hacia países no
endémicos como Estados Unidos, Canadá, Japón y varios miembros de la Unión Europea,
esta enfermedad también se ha convertido en un problema emergente de la Salud Pública
Global [3].

T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo que involucra tanto a un vector (un insecto
triatomino hematófago vulgarmente conocido como “vinchuca” [´Subfamilia: Triatominae,
Familia: Reduviidae, Orden: Hemiptera]), como a un amplio espectro de hospedadores
vertebrados, que incluye al hombre y distintas especies de animales domésticos y salvajes
[1,4,5]. A lo largo de su ciclo de vida, este parásito se diferencia a distintos estadios
morfológicos mayoritarios, que muestran notables adaptaciones estructurales y
metabólicas a los nichos específicos donde se desarrollan. Dentro del hospedador
vertebrado, por ejemplo, T. cruzi alterna entre dos estadios morfológicos principales: los
amastigotes intracelulares (formas replicativas, aflageladas y sésiles, eventualmente
infectivas), y los tripomastigotes sanguíneos (formas no replicativas, infectivas) [5].

La infección en el insecto vector inicia cuando éste se alimenta de un vertebrado infectado e
ingiere tripomastigotes presentes en su sangre (Fig I1). Estos se diferencian en
epimastigotes (formas no infectivas) en el tracto digestivo del insecto, donde se multiplican
activamente [6]. Cuando alcanzan el recto, los epimastigotes se transforman en
tripomastigotes metacíclicos (forma infectiva no replicativa del parásito), los cuales se
liberan junto con la excreta del insecto cuando éste se alimenta. Los tripomastigotes
metacíclicos ingresan al hospedador vertebrado a través de heridas o mucosas, y pueden
invadir distintos tipos celulares. Una vez dentro de la célula blanco, los tripomastigotes
metacíclicos se diferencian en amastigotes, que se replican en el citoplasma por fisión
binaria. Después de varias rondas de replicación, los amastigotes vuelven a diferenciarse en
tripomastigotes (llamados tripomastigotes sanguíneos, diferentes a los metacíclicos), que
escapan de las células, infectando células vecinas o diseminándose a través del torrente
sanguíneo hacia distintos tejidos. Finalmente, el ciclo se “completa” cuando un triatomino
ingiere el parásito al alimentarse de la sangre de un vertebrado infectado (Fig I1) [7,8].



Figura I1. Ciclo de vidadeTrypanosomacruzi. Extraído de: [9]

En las regiones donde la enfermedad es endémica, la principal forma de transmisión es la
vía vectorial (Fig I2). Sin embargo, la infección con T. cruzi también puede ocurrir por otras
vías, como la transmisión congénita durante el embarazo o el parto (también llamada
transmisión vertical), las transfusiones con sangre infectada o los trasplantes de órganos
contaminados con el parásito, o la exposición accidental en entornos de laboratorio.
Además, en los últimos años han aumentado las infecciones causadas por el consumo de
alimentos y/o bebidas contaminadas con el parásito (transmisión oral, Fig I2) [10,11].

En humanos, la infección aguda ocurre luego de un periodo de incubación de 5-40 días
después de la exposición al parásito y tiene una duración de alrededor de dos meses. Esta
fase se caracteriza por una alta parasitemia (carga de parásitos en sangre) y sintomatología
generalmente leve o nula e inespecífica: fiebre, dolor de cabeza, dolores musculares y
abdominales, y en algunos casos, inflamación en el sitio de infección. Esta sintomatología
poco clara dificulta el diagnóstico clínico, dado que puede ser adjudicada a otras afecciones
[10,11]. La fase aguda es más peligrosa en infantes y neonatos, resultando mortal en
alrededor del 10% de los casos que desarrollan complicaciones severas como
encefalomielitis o insuficiencia cardíaca [12]. Es en esta fase temprana, sin embargo,



cuando el tratamiento con los medicamentos antiparasitarios actualmente disponibles
(benznidazol y nifurtimox) presenta mayor eficacia [12,13].

Figura I2: Vías de transmisiónmás frecuentes de T. cruzi. Adaptado de [14].

En ausencia de tratamiento con drogas tripanocidas, los pacientes evolucionan hacia una
fase crónica de la enfermedad, y aproximadamente un 30-40% de ellos terminan
desarrollando, tras años o décadas de la infección inicial, patologías distintivas que causan
graves alteraciones en los tejidos afectados [8,15,16]. La fase crónica de la enfermedad de
Chagas está caracterizada por baja o nula parasitemia, lo que dificulta la detección directa
del parásito en sangre periférica. El parásito se localiza preferentemente en el músculo
cardíaco y el tracto digestivo, donde puede causar daños severos debido a la respuesta
inflamatoria y la fibrosis resultante. La cardiomiopatía es la manifestación más grave de la
enfermedad crónica y es una de las principales causas de insuficiencia cardíaca en las
regiones endémicas. Los pacientes pueden presentar arritmias, agrandamiento del corazón,
insuficiencia cardíaca congestiva, y en casos más avanzados, la muerte súbita [12,17]. En
cuanto a las afecciones gastrointestinales, hay una tendencia hacia el desarrollo de
megacolon o megaesófago, lo que causa severas alteraciones en la motilidad intestinal y
esofágica de los pacientes, que resulta en una dificultad para comer o evacuar [12,17,18]. A
pesar de los avances en el conocimiento sobre la biología y los mecanismos de patogénesis
del parásito, los tratamientos actuales para la enfermedad de Chagas presentan una
performance subóptima, especialmente en la fase crónica y son muy difíciles de evaluar en
cuanto a su eficacia terapéutica. Además, pueden presentar efectos adversos severos y están
contraindicados en mujeres embarazadas y personas con insuficiencia renal o hepática [12].
Por otro lado, no existe una vacuna disponible para prevenir la infección con T. cruzi en



humanos y/o para ayudar a la progresión clínica de los pacientes. En este contexto, la
investigación sobre nuevas terapias, métodos de diagnóstico y estrategias de control de la
transmisión sigue siendo una prioridad en el combate contra esta enfermedad [3,12,17,18].

Diagnóstico de la enfermedad de Chagas

Durante la fase aguda, los métodos diagnósticos se centran en la detección directa del
parásito en sangre. La observación de tripomastigotes mediante microscopía sigue siendo
el método más usado y confiable en esta etapa. Otros métodos convencionales, como la
técnica de Strout, el micro-hematocrito, y las técnicas de gota gruesa, se basan en la
concentración de sangre para facilitar la visualización del parásito (Tabla S1). También
existen los métodos parasitológicos de amplificación in vitro (hemocultivo), que consisten
en cultivar muestras de sangre en medios específicos para favorecer el crecimiento del
parásito, y los métodos de amplificación in vivo (xenodiagnóstico), que requieren de la
exposición de insectos vectores no infectados a la sangre del paciente para evaluar la
presencia del parásito en sus intestinos. Estos métodos, aunque efectivos en la fase aguda,
dependen de personal calificado y equipo adecuado para su correcta implementación y no
son aplicables en ciertas situaciones epidemiológicas [12]. Por otro lado, las técnicas
moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), han demostrado una alta
sensibilidad, especialmente cuando se amplifican regiones de ADN del kinetoplasto
(kDNA), lo que permite detectar incluso bajas cargas parasitarias en sangre debido a su alto
número de copias en contraste a otros blancos de DNA nuclear [19]. Estos métodos
muestran una elevada especificidad, y son particularmente útiles en escenarios con alta
carga parasitaria en sangre, como es el caso de infecciones agudas, reactivación de la
enfermedad por inmunosupresión o fallas terapéuticas (Tabla S1). Sin embargo, su
aplicación rutinaria en el diagnóstico clínico es limitada debido a su complejidad, elevados
costos y el requerimiento de equipos sofisticados y personal altamente capacitado.
Asimismo, la performance de los métodos de diagnóstico molecular puede verse aún más
comprometida por dificultades técnicas relacionadas con el transporte, almacenamiento y
procesamiento de las muestras clínicas [20].

En la fase crónica, donde la parasitemia es baja o nula, los métodos parasitológicos y
moleculares tienen una sensibilidad significativamente reducida. En consecuencia, el
diagnóstico durante esta fase se basa principalmente en métodos serológicos que detectan
la presencia de anticuerpos contra antígenos de T. cruzi. Los métodos serológicos más
utilizados incluyen la hemaglutinación indirecta (IHA), la inmunofluorescencia indirecta
(IFI) y, sobre todo, el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) (Tabla S1). La
técnica de IHA emplea glóbulos rojos sensibilizados con antígenos de T. cruzi, los cuales se
aglutinan en presencia de anticuerpos específicos contra el parásito. Por otro lado, en la
técnica de IFI, los anticuerpos anti-T. cruzi presentes en la muestra se unen a preparaciones
de parásitos, usualmente tripomastigotes cultivados in vitro. Posteriormente, se utiliza un



anticuerpo secundario marcado con un fluoróforo que permite su visualización. En el caso
del ELISA, se utiliza un ‘lisado’ (extracto crudo) de parásitos como antígeno para
sensibilizar los pocillos. Los anticuerpos presentes en el suero se unen a estos antígenos y,
posteriormente, se emplean anticuerpos secundarios marcados para cuantificar la reacción.
El desarrollo de las técnicas de clonado, biología molecular y síntesis química permitió la
creación de métodos diagnósticos de segunda generación, basados en antígenos definidos,
tales como proteínas recombinantes o péptidos sintéticos, en lugar de extractos completos
de parásitos. Aunque estos métodos tienen una sensibilidad algo menor, ofrecen una
especificidad considerablemente mayor, ya que minimizan el reconocimiento cruzado de
anticuerpos en casos de infecciones con patógenos relacionados o patologías autoinmunes
[14]. Los ensayos de ELISA, tanto de primera como de segunda generación, son altamente
utilizados en entornos diagnósticos debido a su simplicidad, bajo costo, buena
performance, automatización y alta procesividad (permiten procesar múltiples muestras en
simultáneo) [21]. Como contrapartida, debe mencionarse que los métodos de diagnóstico
serológico presentan algunas limitaciones respecto a su reproducibilidad en distintas
zonas endémicas (atribuibles a variaciones en la constitución antigénica de los parásitos
circulantes, ver debajo) y a su aplicabilidad en ciertas situaciones epidemiológicas,
particularmente la detección de infecciones congénitas [12].

Avances recientes en el área del diagnóstico han permitido el desarrollo de nuevas
herramientas basadas en tecnologías innovadoras tales como la amplificación isotérmica
mediada por bucle (LAMP), que ofrece la posibilidad de un diagnóstico rápido y eficaz en
áreas de bajos recursos, reduciendo los costos y la necesidad de equipos sofisticados [22,23].
Sin embargo, aún no se ha desarrollado un ensayo diagnóstico que sea totalmente
conveniente en términos de sensibilidad, especificidad y simplicidad/practicidad técnica,
de modo tal que la Organización Mundial de la Salud recomienda el uso de al menos dos
pruebas en paralelo para el diagnóstico de la enfermedad, como ELISA y HAI o IFI [24]. En
definitiva, las limitaciones intrínsecas de los métodos actuales y la ausencia de un test ‘gold
standard’ (Tabla S1), remarca la importancia de continuar con el desarrollo y refinamiento
de las herramientas diagnósticas para la enfermedad de Chagas.

Diversidad genética de T. cruzi

Debido a su replicación predominantemente clonal [1], T. cruzi presenta una población muy
estructurada, conformada por múltiples cepas o aislamientos genéticamente diferentes. A
lo largo de los años, distintas aproximaciones basadas en técnicas bioquímicas y
moleculares han permitido la clasificación de estas cepas en seis linajes evolutivos o
unidades discretas de tipificación (DTUs), denominadas TcI a TcVI, con una séptima DTU,
recientemente descrita y asociada mayormente a murciélagos, denominada TcBat [25,26].

Cada una de las DTUs del parásito tiene características específicas relacionadas con su
distribución ecológica (espectro de vertebrados hospedadores y/o insectos vectores) y



geográfica (Fig I3A). TcI es la más prevalente en infecciones humanas en América del Norte,
Central y el norte de Sudamérica (Fig I3B), tanto en ciclos domésticos como selváticos,
mientras que TcII, también de origen ancestral, se encuentra principalmente en el sur de
Sudamérica (sur de Brasil y Bolivia, Paraguay, y norte de Argentina y Chile, Fig I3C) y está
mayormente asociada con ciclos domésticos [27,28]. Las DTUs TcIII y TcIV están más
comúnmente vinculadas con ciclos selváticos en la región amazónica [29] (Fig I3D y E),
mientras que las TcV y TcVI, que son producto de la hibridación reciente entre TcII y TcIII,
están distribuidas principalmente en ciclos domésticos de Bolivia, Paraguay, el norte de
Argentina y el sur de Brasil [29–32] (Fig I3F y G).

Figura I3: Distribución de T. cruzi en América. A. Mapa consenso que compila la distribución de las
distintas DTUs de T. cruzi en base a hallazgos epidemiológicos y clínicos. B-G. Distribución de TcI (B) , TcII
(C), TcIII (D), TcIV, (E), TcV (F) y TcVI (G). Extraído de [32].

La identificación y caracterización de las DTUs de T. cruzi no sólo tiene valor
epidemiológico, para relevar los genotipos circulando en zonas endémicas, sino también en
términos de investigación clínica y terapéutica, ya que la sensibilidad de las cepas a las
drogas tripanocidas es variable [33]. Asimismo, otros parámetros biológicos/clínicos
relevantes como la capacidad de colonizar al insecto vector, la invasión y multiplicación
intracelular in vitro, al igual que la parasitemia, el tropismo tisular y la virulencia en
modelos animales de infección, han mostrado variaciones dependiendo del linaje evolutivo
del parásito [34–36]. Más aún, se ha sugerido que las variaciones genotípicas de T. cruzi
también podrían impactar en la evolución clínica de los pacientes. Por ejemplo, se ha
observado que TcII, TcV y TcVI están más frecuentemente asociados con cardiomiopatías y
mega síndromes digestivos durante la fase crónica de la enfermedad [36]. Sin embargo, debe



mencionarse que estos estudios de correlación entre el genotipo del parásito y la
presentación clínica suelen tener deficiencias metodológicas y pueden estar sesgados por
otros factores no considerados como la coinfección con otros patógenos y/o las diferencias
inmunogenéticas entre poblaciones [37].

Tipificación de T. cruzi

La genotipificación de T. cruzi se basa en el empleo de diversas técnicas moleculares que
exploran la complejidad del genoma del parásito: Electroforesis enzimática multilocus
(mLEE), Fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP), PCR y más
recientemente, la secuenciación basada en múltiples loci [38]. Estos métodos permiten una
diferenciación precisa entre los distintos linajes y son fundamentales para la investigación
epidemiológica y clínica, ya que aportan información detallada sobre la distribución y
prevalencia de los linajes en diferentes regiones, su dinámica de transmisión y sus posibles
asociaciones con diversas manifestaciones clínicas de la enfermedad. Asimismo, el uso de
técnicas como la amplificación aleatoria de ADN polimórfico por PCR (RAPD) y la
secuenciación de ADN mitocondrial (kDNA) y nuclear han permitido estudiar la
variabilidad genética en profundidad, revelando la coexistencia de múltiples cepas en un
mismo huésped y la prevalencia de los DTUs en distintos ambientes y ciclos de
transmisión [38,39].

Los métodos de genotipificación han incrementado la resolución en la identificación de
cepas, aunque todavía presentan desafíos importantes en términos de sensibilidad y
especificidad al ser implementados in vivo, sobre todo en la fase crónica de la infección,
donde la parasitemia es muy baja [38–40]. Además, el proceso de genotipificación suele ser
costoso, laborioso y requiere una infraestructura técnica que a menudo no está disponible
en áreas endémicas [14]. La frecuente presencia de coinfecciones con distintas cepas [28] y
la diferencia en los genotipos presentes en el torrente sanguíneo frente a aquellos presentes
en distintos tejidos, añaden complejidad a la tipificación molecular de T. cruzi in vivo [41,42].

Las limitaciones de los métodos de genotipificación de T. cruzi han llevado a considerar
métodos alternativos, como la serotipificación, que podrían complementar o incluso
reemplazar la genotipificación en ciertos contextos epidemiológicos y clínicos [14]. La
serotipificación ofrece un enfoque menos invasivo y de fácil implementación aún en
contextos donde la genotipificación no es viable [12,43]. Este método se basa en el uso de
antígenos específicos del parásito, que inducen respuestas inmunes cuali- o
cuantitativamente diferenciales en los huéspedes infectados. Los perfiles de anticuerpos
resultantes pueden ser utilizados para inferir el linaje del parásito presente en el paciente
[14]. En términos más amplios, los métodos de tipificación serológica se han desarrollado
exitosamente y tienen una gran aplicación en el contexto del diagnóstico de enfermedades
infecciosas [43–49].



Entre los métodos de serotipificación propuestos para T. cruzi, debe mencionarse el
Chagas-Flow ATE, basado en la evaluación comparativa de las respuestas globales de
inmunoglobulinas G (IgG) contra cepas representativas de los distintos linajes [50,51]. Las
mayores limitantes del Chagas-Flow ATE vienen dadas por el uso de parásitos enteros
como antígenos, lo que favorece la detección de reactividades inespecíficas y dificulta la
reproducibilidad del ensayo.

TSSA: Características y potencial para serotipificación

Desde su identificación en 2002 [52], TSSA ha sido ampliamente estudiado debido a su
relevancia en la inducción de respuestas inmunes en pacientes infectados con T. cruzi. TSSA
es una proteína de adhesión de tripomastigotes de T. cruzi, con características similares a
las de las mucinas [53], involucrada en la interacción inicial del parásito con la célula
blanco [54,55]. Estudios de mapeo epitópico han permitido identificar una región antigénica
de aproximadamente 40 residuos que abarca la mayor parte de la región central (y madura o
‘core’) de la proteína (Fig I4) [52,56,57]. Más interesante, los alelos poblacionales de TSSA
presentan varios polimorfismos diagnósticos que permiten su clasificación en cuatro
"isoformas", cada una correspondiente a una unidad de tipificación discreta (DTU)
ancestral (TcI a TcIV) [52–58]. La mayoría de estos polimorfismos se acumulan en la región
central de TSSA y tienen un impacto significativo en sus propiedades antigénicas y
funcionales [52,56,57]. En general, se han definido cuatro serotipos principales para TSSA:
TSSAI (TcI), TSSAII (TcII), TSSAIII (TcIII) y TSSAIV (TcIV). Cabe destacar que, al ser híbridos,
los genomas de TcV y TcVI codifican tanto para las isoformas TSSAII como TSSAIII, aunque
el dosaje génico es muy desigual (10-14 copias de TSSAII vs 1 copia de TSSAIII) [59].

Con el fin de explorar potencialidad de TSSA como marcador de serotipificación de T. cruzi,
Di Noia y colaboradores llevaron a cabo un estudio utilizando péptidos de 8 a 11 residuos,
solapados en 5 aa, para identificar las secuencias antigénicas más inmunorreactivas en
TSSAII [52]. Este análisis reveló una secuencia principal (41-KPATGEAPSQ-50) y dos
secuencias de menores reactividades (30-TSSTPPSGTEN-40 y 36-SGTENKPATG-45) como
puntos de interés antigénico dentro de TSSAII. Por otro lado, se evaluó la seroprevalencia de
proteinas recombinantes conteniendo los residuos 10 a 71 de TSSAI y TSSAII
(GST-TSSAI/II10-71, Fig. I4) en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica y
animales infectados con T. cruzi, y se determinó una seroprevalencia del 80-95% para TSSAII
y menos del 5% para TSSAI en regiones endémicas del sur de Sudamérica [52].
Posteriormente, De Marchi et al. repitieron este estudio pero utilizando proteínas de fusión
conteniendo secuencias de TSSA más cortas (GST-TSSAI/II24-62, Fig.I4). Se determinaron
seroprevalencias similares a las observadas para las construcciones GST-TSSAI/II10-71, de
modo tal que se pudo acotar la región antigénica de TSSA a los residuos 24-62. En este
estudio, además, se evaluó la especificidad de GST-TSSAI/II24-62 frente a un extenso panel de



sueros provenientes de individuos infectados con diversos patógenos y/o afectados por
distintas enfermedades autoinmunes [60].

Un avance importante fue realizado por el grupo del Dr Fernan Aguero (IIBio) [61], al
emplear arreglos peptídicos de alta densidad para el mapeo exhaustivo de epitopes B
lineales a lo largo de toda la secuencia de TSSAII [56]. En base al análisis de los resultados
de este trabajo y de otros ensayos relacionados [57], se confirmaron dos secuencias clave
(p30-44: 30-TSSTPPSGTENKPAT-44 y p36-50: 36-SGTENKPATGEAPSQ-50, Fig. I4) como las de
mayor reactividad frente a sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica
provenientes de la región sur de Sudamérica, sugiriendo la existencia de al menos 2
epitopes B lineales discretos [57] (Fig I4). El desarrollo de un péptido sintético combinando
estas dos secuencias antigénicas, p30-50 (Fig. I4), logró recapitular las propiedades
diagnósticas de la proteína recombinante GST-TSSAII24-62, indicando que la secuencia
comprendida entre los residuos 30 y 50 contenía todos los epitopes B lineales relevantes
[57]. La elevada seroprevalencia de p30-50 en sueros de Argentina, Brasil, Bolivia y Chile
coinciden con la marcada predominancia de las DTUs TcII/V/VI en los ciclos domésticos
de esta región [62–66].

Figura I4: TSSA y diagnóstico serológico de la infección por T. cruzi. A. Alineamiento de las isoformas de
TSSA detectadas para cada DTU. Las posiciones variables intra-DTU e inter-DTU se marcan en rojo y verde,
respectivamente. En celeste se marcan aquellos sitios en supuesta heterocigosis en las DTU híbridas. Se
indican las tres regiones estructurales de TSSA (péptido señal, con su sitio de clivaje, core o proteínamadura
y señal de anclaje a GPI, con su residuo aceptor del motivo lipídico) de acuerdo a [53]. B. Reactivos
serodiagnósticos basados en TSSA. Se detallan las secuencias utilizadas para el desarrollo de herramientas
diagnósticas y/o de serotipificación y sus respectivas fuentes. Adaptado de [67].

En el marco de la Tesis Doctoral de Guadalupe Romer, se realizó un análisis exhaustivo del
perfil serológico de las isoformas de TSSA utilizando distintas estrategias basadas en



microarreglos peptídicos [68]. Se evaluaron sueros obtenidos de pacientes con enfermedad
de Chagas de distintas áreas geográficas (donde estudios epidemiológicos indicaban que
había circulación de diferentes genotipos del parásito), y se determinó que para sueros de
pacientes de la región sur de Sudamérica, TSSA resultaba un antígeno muy prevalente y que
la reactividad principal era contra TSSAII (Fig I5) [68]. Además, se observó un
reconocimiento mínimo de TSSAI en estos sueros, concordante con la bibliografía previa
[69] (Fig I5A). Más importante, estos resultados evidenciaron una tendencia al
reconocimiento cruzado de isoformas por un mismo suero (Fig, I5B), lo que resaltó la
necesidad de refinar las herramientas de serotipificación basadas en TSSA [68].

Figura I5: Análisis seroepidemiológico de TSSA. A. Arreglos compuestos por péptidos consecutivos de 16 aa
de las secuencias completas de las TSSA se probaron con muestras de sueros de pacientes crónicos con
enfermedad de Chagas de distintos orígenes geográficos. La reactividad de las proteínas completas
(reconstituida a partir de las reactividades de los péptidos individuales) se indica de acuerdo a una escala de
colores. B. i. Gráfico de torta mostrando la seroprevalencia total de TSSA en sueros de Argentina, Bolivia y
Brasil. ii. Gráfico de barras mostrando la reactividad primaria (isoforma de TSSA más reactiva) de la
población de sueros estudiada. iii. Gráfico de barras representando el número de isoformas de TSSA
reconocidas por los sueros reactivos. El eje Y refiere al número demuestras. Adaptado de [68].

En una segunda parte del trabajo, y mediante la evaluación de péptidos conteniendo las
variaciones naturales entre isoformas (Fig I6A), permutaciones sistemáticas de todas las
posiciones por residuos alanina (Fig I6B) y diferentes longitudes (Fig I6C), se identificaron
residuos clave involucrados en el reconocimiento de anticuerpos y se estimó la
contribución de cada uno de ellos en la reactividad de TSSAII. Más importante, la
integración de estos resultados permitió proponer de manera más robusta la existencia de
dos potenciales epítopes (llamados A y B) en TSSAII, de localización adyacente (Fig I6D)
[68]. Aunque minoritario, también se propuso un tercer epitope, restringido a unos pocos



sueros de Brasil (Fig I6C) [68]. Todos estos hallazgos, sobre todo los referidos a los epitopes
A y B, tienen implicancias prácticas para el refinamiento de estrategias de serotipificación
de T. cruzi.

Figura I6: Mapeo de epitopes B lineales en TSSAII. A. Impacto de variaciones naturales en el
reconocimiento de anticuerpos. La reactividad media de cada residuo en la secuencia ‘wild type’ de
TSSAII30-50 (fila superior) o de secuencias con sustituciones individuales se indica con una escala de colores.
B. Análisis de la reactividad de TSSAII31-50 con sustituciones simples por alanina. La señal es la diferencia
entre la secuencia wt y la mutada, indicada con una escala de colores. Para este análisis se usaron péptidos
de 16 aa solapados en 15 posiciones. C. Impacto del largo de secuencias en el reconocimiento de anticuerpos.
Se probaron arreglos de péptidos de distinto largo (k-meros, los colores según su largo se indican a la
izquierda), superpuestos por k-1 residuos y que abarcan la secuencia de TSSAII24-62 con pools de sueros de
pacientes infectados con T. cruzi. Los residuos incluidos en los epitopes A y B definidos por los arreglos de
péptidos de 8 aa se indican en violeta y verde, respectivamente. El epítopo C (en rojo) fue destacado
únicamente por el pool de sueros de Brasil. D. Epitopes A y B propuestos para TSSAII basados en los
resultados de A, B y C. Los residuos coloreados indican mayor (rosa) o menor (celeste) contribución a la
interacción con los anticuerpos. Adaptado de [68].



Objetivos

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue el desarrollo de nuevos reactivos
diagnósticos que ayuden a optimizar el esquema de serotipificación de T. cruzi basado en
TSSA. En ese marco, y teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, proponemos
validar la existencia de los epitopes putativos de TSSA y explorar sus propiedades
serodiagnósticas a través de los siguientes objetivos específicos (OE) :

OE1- Desarrollo de nuevos reactivos diagnósticos basados en TSSA, con distinta
configuración epítópica.

OE2- Evaluación de las firmas de anticuerpos reveladas por estas herramientas en
muestras de pacientes infectados con T. cruzi.



Materiales y Métodos

Diseño de los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp

Los plásmidos conteniendo las secuencias de las isoformas de TSSA fueron diseñados in
silico, utilizando la herramienta online Benchling [70] de acuerdo a los criterios detallados
en ‘Resultados’ y mandados a sintetizar a la empresa GenScript [71]. La empresa llevó a cabo
la síntesis de un fragmento de ADN de 143 pb conteniendo la secuencia de los epítopes A y B
de TSSAII (Fig I6), con un residuo extra hacia cada extremo. Además, los epítopes fueron
intercalados por un espaciador molecular (Sp). Para una mayor versatilidad, dentro de este
espaciador se agregó un sitio de restricción único para la enzima KpnI, con el propósito de,
eventualmente y dependiendo de los resultados, clonar otra secuencia de interés (por ej,
una etiqueta antigénica u otro espaciador). Dicho constructo fue clonado en fase de fusión
traduccional a la proteína GST codificada en el vector pGEX-4T-1, empleando los sitios de
restricción BamHI/XhoI para generar el plásmido pGEX-TSSAII-Sp (Fig S1). Sobre este
plásmido, la misma empresa realizó dos procesos de mutagénesis independientes sobre la
secuencia de los epitopes A y B para generar las variantes pGEX-TSSAIII-Sp y
pGEX-TSSAIV-Sp. Más detalles de la estructura y secuencia de estos tres plásmidos se
indican en la Tabla 1. Cabe aclarar que no se realizó la optimización de codones para estas
secuencias. Además de estos plásmidos, y de los generados en el laboratorio a partir de ellos
(ver debajo), en este trabajo se utilizaron 3 plásmidos del tipo pGEX-4T-1 con las secuencias
codificantes para las regiones centrales y antigénicas completas (aa 24-62) de las TSSAII, III
y IV, generados previamente en el contexto de la Tesis Doctoral de Guadalupe Romer [68].

Tabla 1: Construcciones pGEX-TSSAII-Sp, pGEX-TSSAIII-Sp ypGEX-TSSAIV-Sp

Plásmido Construcción Secuencia y estructura

pGEX-4T-1

TSSAII-Sp
GGATCCACGCCACCTTCTGGTACGGAAAATAAACCAGAATTCGGCGGCG
GCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGTACCGGGCGGCGGATCCAAACCA
GCTACAGGGGAAGCTCCATCTCAACCATGAATTCTGAACTCGAG

TSSAIII-Sp
GGATCCACGCCACCTTCTGGTACGGAGAAGAAAGCAGAATTCGGCGGC
GGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGTACCGGCGGCGGCGGATCCAAA
GCAGCTGCAGGGGAAGCTCCATCTCCATCTTGAATTCTGAACTCGAG

TSSAIV-Sp
GGATCCACGCCACCTTCTGGTACGGACAAGAAAACAGAATTCGGCGGC
GGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGGTACCGGCGGCGGCGGATCCAAA
ACAGCTGCAGGGGAAGCTCCATCTCCATCTTGAATTCTGAACTCGAG

Se indican los sitios de restricción BamHI (naranja), EcoRI (rojo), KpnI (amarillo) y XhoI (negro). En azul se
indica la secuencia del epitope II-A, en celeste II-B, en verde oscuro III-A, en verde claro III-B, en violeta
oscuro IV-A y en violeta claro IV-B. La secuencia del espaciador molecular se encuentra subrayada.

Generación de los plásmidos pGEX-TSSAIIA y B, -TSSAIII-A y B y -TSSAIV-A y B



Para generar las construcciones conteniendo los epitopes individuales de cada isoforma,
los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp fueron tratados con dos enzimas
de restricción de forma independiente: EcoRI, para obtener los plásmidos con los
constructos conteniendo al epitope A (pGEX-TSSAII-A, -TSSAIII-A y -TSSAIV-A) y BamHI,
para obtener plásmidos con los constructos conteniendo al epitope B (pGEX-TSSAII-B,
-TSSAIII-B y -TSSAIV-B). El protocolo de digestión constó en el agregado de 20 μg del
plásmido, 5 μL de buffer de reacción 10x, 1 μL de enzima BamHI o EcoRI (20.000 U/mL) y I,
e incubación a 37°C en termobloque por 2 hs. Los plásmidos digeridos fueron precipitados
mediante el agregado de 5.5 μL de AcNa 3M y 3 volúmenes de EtOH absoluto e incubación
durante 3 hs a -20°C. Posteriormente, se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 min a 4°C.
Después de descartar el sobrenadante, se lavó el pellet con 750 μL de EtOH al 70% (v/v) y se
centrifugó a 12.000 rpm durante 2 min a 4°C. Se descartó nuevamente el sobrenadante, se
secó el pellet en una estufa durante 10-15 min y se resuspendió el pellet en 20 μL de H2O
[72]. La digestión de los plásmidos se evaluó por corrida electroforética en geles de agarosa
1% (m/v) pre-teñidos con BrEt y visualización bajo luz UV. Para la re-ligación de los
plásmidos digeridos, se agregó 1 μL de buffer de ligación, 1 μL de T4 ADN ligasa, 30 ng de
ADN y H2O c.s.p 10 μL, y se incubó durante toda la noche (ON) a 16°C [73]. Con los productos
de ligación se transformaron bacterias Escherichia coli competentes de la cepa DH5α [74].
Brevemente, se agregaron 5 μL del producto de ligación a 100 μL de bacterias competentes y
se incubó en hielo durante 10 min. Se realizó un choque térmico exponiendo el cultivo a
42°C durante 90 segundos y luego enfriando en hielo por 2 min. Se añadieron 900 μL de
medio LB sin antibióticos y se dejó recuperar a 37°C durante 1 h. Por último, se centrifugó a
4000 rpm durante 5 min, se extrajo la mayor parte del LB, se resuspendió el pellet
bacteriano en el volumen residual y se plaqueó en medio LB-agar con ampicilina (Amp, 1
μg/mL final).

Identificación de los clones positivos y purificación de los plásmidos

Se realizó ‘colony PCR’ sobre colonias de las distintas placas, utilizando los oligonucleotidos
pGEXfw (GGCAAGCCACGTTTGGTG) y pGEXrev (CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG) que
hibridan a ambos lados de la región del MCS (multiple cloning site) del vector pGEX-4T-1,
común a todas las construcciones (Tabla 1). La mezcla de reacción utilizada fue: 1 μL de una
dilución 1/10 de los oligonucleótidos pGEXfw y pGEXrev (1 μM cada uno), 5 μL del buffer de
reacción 10x, 2 μL de MgCl2 50 mM, 1 μL de cada dNTP, 1 μL de Taq Polimerasa, y H2O c.s.p
50 μL. Se picó una colonia, se descargó en una placa de LB-agar con Amp 1 μg/mL y, luego,
en el tubo conteniendo la mezcla de reacción [75]. Los amplicones se resolvieron en geles de
agarosa al 1.5% (m/v), y aquellas colonias presentando el patrón de bandeo deseado fueron
amplificadas en 10 mL de cultivo líquido (LB Amp). A partir de los cultivos líquidos crecidos
ON a 37°C en agitación se llevó a cabo el protocolo de Miniprep. Brevemente, se
centrifugaron los cultivos líquidos a 4.000 rpm durante 10 min y se descartaron los
sobrenadantes. A los pellets bacterianos se les agregaron 300 μL de P1 (Buffer TE, Tris-HCl



10 mM-EDTA 1 mM, pH 8), se vortexeó, se agregaron 300 μL de P2 (Solución de lisis, NaOH
0,2M y SDS 1% (m/v)) y se mezcló por inversión. Después de 6-8 inversiones, se añadieron
200 μL de P3 (AcK 3M pH 5.5), se homogeneizó bien y se centrifugó a 14.000 rpm durante 10
min. Al sobrenadante se agregaron 500 μL de cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 (vol/vol), se
vortexeó y se centrifugó a 14.000 rpm durante 5 min. Se tomó la capa superior (acuosa) y se
añadieron 0.7 volúmenes de isopropanol. Se vortexeó y se colocó en hielo durante 10 min.
Después de centrifugar a 14.000 rpm durante 30 min y descartar el sobrenadante, el pellet
se lavó con 500 μL de EtOH al 70% (v/v), se centrifugó a 14.000 rpm durante 1 min y se
descartó el sobrenadante. Finalmente, se secó el pellet en estufa durante 10-15 min y se
resuspendió en 30 μL de H2O. Para la eliminación de ARN, se agregaron 5 μL de RNAsa (0,8
mM) además 15 μL de H2O. Los plásmidos así tratados fueron precipitados por el agregado
de 40 μL de polietilenglicol 13% (m/v) y 8 μL de NaCl (0,8 M). Tras la incubación (20 min en
hielo) y centrifugación (20 min a 14.000 rpm), el ADN precipitado se resuspendió en 20 μL
de buffer TE. Alícuotas de estas preparaciones fueron enviadas a secuenciar (Macrogen),
utilizando los oligonucleótidos pGEXfw y pGEXrev. Los cromatogramas se chequearon
manualmente, para confirmar la identidad de las secuencias obtenidas.

Expresión de proteínas recombinantes

Se transformaron bacterias E. coli competentes de la cepa BL21 con los plásmidos
purificados [74]. Esta cepa se caracteriza por la ausencia del sistema de proteasas lon y
ompT, lo que facilita la acumulación de proteínas recombinantes al minimizar su
degradación [76]. A partir de colonias individuales, se largaron cultivos de 10 mL en medio
LB Amp. Luego de la incubación ON a 37°C en agitación, 2 mL de estos cultivos fueron
usados como ‘starter’ para inocular 250 mL de medio LB Amp. Luego de ~3 hs de incubación
en agitación, cuando se alcanzó una OD (600 nm) = 0.8, se indujo la expresión de proteínas
recombinantes mediante la adición de Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, 1 mM)
por 3 h, en las mismas condiciones de temperatura y agitación (37°C a 180 rpm). Los cultivos
se cosecharon por centrifugación (4.000 rpm x 10 min, a 4°C) y los pellets se lavaron con
PBS (buffer fosfato salino: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM NaHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4) pre-enfriado a 4ºC. Los pellets se resuspendieron en 8 mL de PBS frío, con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, 2 mM) y Ácido Etilendiaminotetraacético (EDTA, 5 μM), se los
sonicó con 4 pulsos de 30 segundos en frío, se les agregó Tritón X-100 (hasta 1% (v/v) final) y
se los incubó en frío por 10 min. Alícuotas de los extractos totales se resolvieron en geles
SDS-PAGE (10-12%) en condiciones desnaturalizantes, los cuales fueron luego teñidos con
Coomassie brilliant blue (CBB, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 30% (v/v) metanol y
10% (v/v) ácido acético glacial). Para la preparación de los mismos se preparan dos fases de
gel: el gel separador y el gel concentrador. Para el gel separador, se mezclan 5,1 mL de agua, 8
mL de acrilamida al 30%, 7.5 mL de buffer Tris-HCl 1 M (Tris-hidroximetil-aminometano
100 mM, HCl, pH 8,8), 200 μL de SDS al 10% (m/v), 200 μL de sulfato de amonio (APS) al
10% (m/v), y 8 μL de N,N,N′,N′ -Tetrametiletilendiamina (TEMED). Para el gel concentrador,



se combinan 4,1 mL de agua, 1 mL de acrilamida al 30%, 750 μL de buffer Tris-HCl M (pH
6,8), 60 μL de SDS al 10% (m/v), 60 μL de APS al 10% (m/v), y 6 μL de TEMED. Los
componentes de cada gel se mezclan por separado, exceptuando los agentes polimerizantes
(APS y TEMED), que se añaden inmediatamente antes de verter la mezcla en el porta geles.
La mezcla del gel separador se añade primero y se nivela con agua. Luego de la
polimerización completa del gel separador, se añade el gel concentrador y se coloca el peine
para formar los pocillos. Antes de sembrar, las muestras se desnaturalizan calentándose a
100°C durante 5 min en el buffer de corrida 1X (25 mM de Buffer Tris-HCl, 192 mM de glicina
y 0,1% (p/v) de SDS, pH 8,3). Al finalizar la corrida, los geles se tiñen con una solución de
CBB para observar las bandas de proteínas.

Purificación y caracterización de proteínas recombinantes

Para la purificación de las proteínas recombinantes, los extractos totales de bacterias se
centrifugaron a 14.000 rpm por 10 min y los sobrenadantes se procesaron por
cromatografía de afinidad en columnas de glutation-sefarosa [57]. Brevemente, se lavó dos
veces 1 mL de resina con 5 mL PBS, se equilibró con 5 mL PBS y posteriormente con 2,5 mL
PBS-Tritón 1%. El binding de las proteínas a la resina se hizo en ‘batch’, en agitación y frío.
Luego de incubar ON, la mezcla (1 mL de resina + 8 mL de extracto de cultivo bacteriano) se
transfirió a una columna, tal cual se indica en la Fig M1. Se recolectó el percolado, y se volvió
a lavar la resina con 5 mL PBS-tritón 1% y luego 15 mL PBS. Finalmente, se realizó la elución
utilizando 1 mL Tris-HCl 50 mM pH 8,8 + glutatión reducido (GSH) 25 mM (Fig M1).

Figura M1: Purificación de proteínas por cromatografía de afinidad enmatriz de glutation-sefarosa. Se
indican los pasos equilibrado (1), binding (2), lavado (3) y elución (4) de la resina. Los dos primeros pasos se
realizan en ‘batch’ y los dos últimos en columna.

Alícuotas de las fracciones de input, percolado y eluato de la purificación de cada proteína
se resolvieron en geles SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y se tiñeron con CBB.
La cuantificación de las proteínas purificadas se hizo por métodos espectrofotométricos
(NanoDrop) y colorimétricos (Ensayo de Bradford). NanoDrop mide de la absorbancia de



una muestra a 2 longitudes de onda: a 280 nm, donde la señal predominante es debida a los
aa aromáticos (triptófano, tirosina) presentes en las proteínas y a 340 nm, para corregir el
‘ruido de fondo’. Este método se basa en la ley de Beer-Lambert [77] que relaciona la
absorbancia con la concentración de proteínas, permitiendo una cuantificación precisa sin
necesidad de reactivos adicionales. La cuantificación de las distintas proteínas usando el
equipo de Nanodrop fue realizada teniendo en cuenta el peso molecular y el coeficiente de
extinción característico de cada una. El ensayo de Bradford, por otro lado, se basa en la
unión del colorante CBB G-250 a las proteínas, lo que genera un cambio de color
proporcional a su concentración. Para esto, se prepara una curva estándar con albúmina
sérica bovina (BSA) diluida en el mismo buffer que las muestras, con concentraciones de 0,
0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 μg/mL. Simultáneamente, las muestras de proteína se diluyen de
manera que queden dentro del rango de detección del ensayo. Para cada punto de la curva
estándar y de las muestras, se añaden 20 μL de la solución de a un pocillo de microplaca.
Luego, se agrega reactivo de Bradford (CBB G-250 preparado al 0,01% en ácido fosfórico 85%
y etanol 95%) a cada muestra, en una proporción de 1:50 vol/vol. La mezcla se incuba a
temperatura ambiente durante 5 a 10 min para el desarrollo del color y la absorbancia de
cada muestra se mide a 595 nm en un lector de microplacas. La concentración de las
proteínas se calcula interpolando los valores de absorbancia en la curva estándar de BSA.
Los modelados moleculares de las distintas construcciones de TSSA se generaron mediante
la herramienta AlphaFold, usando los parámetros seteados por default [78].

Muestras biológicas

Se utilizaron muestras de sueros humanos de infección con T. cruzi (n=97), disponibles en
nuestra propia seroteca. Estas muestras, cedidas gentilmente por el Dr Jaime Altcheh, del
Servicio de Parasitología-Chagas, Hospital de Niños ‘Ricardo Gutiérrez’, corresponden a
pacientes cursando la fase crónica de la enfermedad, sin sintomatología clínica y sin
tratamiento con drogas antiparasitarias. Todos estos pacientes son originarios de zonas
endémicas del sur de Sudamérica (mayormente de Argentina), ahora residiendo en el
AMBA. El diagnóstico de infección con T. cruzi de estos pacientes se realizó en el mismo
Servicio de Parasitología-Chagas y se basó en resultados positivos para al menos 2 métodos
serológicos convencionales: ELISA (contra un homogenato total del parásito),
hemaglutinación y/o inmunofluorescencia indirecta (Tabla S1). Muestras de individuos no
reactivos para estas técnicas (n=2) se usaron como controles negativos. Todas las muestras
fueron previamente codificadas y anonimizadas, siguiendo protocolos establecidos, y en
todos los casos se contó con el consentimiento informado para su uso en investigación.
Para la experimentación con muestras biológicas, se siguieron los protocolos éticos y de
manipulación y descarte de reactivos peligrosos establecidos en el IIBio.



Antígenos

Se utilizaron como antígenos 4 versiones derivadas de TSSAII, TSSAIII y TSSAIV: una
‘completa’, conteniendo toda la región antigénica de la proteína (aa 24-62) [57,60], una
versión conteniendo los epitopes A y B intercalados por un espaciador (TSSAII-Sp,
TSSAIII-Sp y TSSAIV-Sp), y dos versiones conteniendo solo el epitope A (aa 34-42, TSSAII-A,
TSSAIII-A y TSSAIV-A) o el epitope B (aa 42-50, TSSAII-B, TSSAIII-B y TSSAIV-B), según lo
esquematizado para TSSAII en la Fig M2. Todas las construcciones se expresaron como
fusión traduccional al C-terminal de GST y se purificaron según lo descrito previamente.
Para la puesta a punto de los ELISA, también se evaluó la proteína GST.

Figura M2: Construcciones derivadas a partir de TSSA. Esquema de las proteínas recombinantes generadas a partir
de las distintas TSSA (se ejemplifica para TSSAII): TSSAII ‘completa’ (aa 24-62), arriba, TSSAII-Sp, en el centro, y
TSSAII-A (aa 34-42) y TSSAII-B (aa 42-50), debajo. Los residuos se contabilizaron tomando como 1 la metionina
predicha como sitio de iniciación de la traducción [68]

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
Un esquema del test de ELISA (y sus pasos principales) se muestra en la Fig M3.
Brevemente, se sensibilizaron placas de 384 pocillos con 30 μL/pocillo del antígeno
correspondiente (0,075 μg totales) en buffer bicarbonato pH 9,6 (8,4 g/L NaHCO3 0,1 M +
10,6 g/L Na2CO3 0,1 M) y se incubaron ON a 4°C (Fig M3, paso 1). Al siguiente día se
realizaron 3 lavados con PBS suplementado con 0,05% (v/v) Tween 20 (PBS-T) y un bloqueo
con 50 μL/pocillo de PBS-T con 4% (m/v) de leche descremada por 1 h a 37°C. Se incubó con
30 μL/pocillo de la muestra diluida 1:500 en solución de bloqueo por 1 h a 37°C (Fig M3, paso
2), se realizaron 3 lavados con PBS-T y se incubó por 1 h a 37° con 30 μL/pocillo del
anticuerpo secundario (inmunoglobulinas de cabra α-IgG total humana conjugado a HRP
[horseraddish peroxidase]), diluido 1:2500 en solución de bloqueo (Fig M3, paso 3). Por último,
se realizaron 4 lavados con PBS-T y un lavado con PBS. Para el revelado, se adicionaron 30
μL/pocillo de buffer fosfato-citrato pH 5 con 0,05% (v/v) de peróxido de hidrógeno y 10% (v/v)
de TMB (3,3′,5,5′-tetrametilbencidina, preparada a 10 mg/mL en dimetilsulfóxido) (Fig M3,
paso 4). La reacción fue detenida con 5 μL de ácido sulfúrico 2 M y la lectura de las placas se



realizó a una longitud de onda de 450 nm (FilterMax F5) (Fig M3, paso 5). A menos que se
especifique otra cosa, los resultados se reportan en unidades arbitrarias de absorbancia
(U.A.). Para los ensayos realizados en placas de 96 pocillos se utilizaron las mismas
condiciones, aunque aumentando los volúmenes según lo requerido por la placa. Como
control negativo, se utilizaron sueros de individuos no infectados con T. cruzi.

Figura M3: Representación esquemática del ensayo ELISA. Cada uno de los pocillos es sometido,
sucesivamente, a los procesos indicados (ver texto paramás detalles).

Procesamiento, análisis y presentación de datos

A partir de la reactividad de los sueros negativos se determinaron los valores de cutoff para
cada ensayo. En el caso de las proteínas GST-TSSAII, -TSSAIII y -TSSAIV ‘completas’ y
GST-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp se consideraron positivas aquellas muestras con
reactividad mayor a la media de las reactividades de los sueros negativos + 5 SD (desvío
estándar). Para las proteínas conteniendo sólo epitopes únicos, y por su menor reactividad
general, las muestras se tomaron como positivas si la reactividad fue mayor a la media de
las reactividades de los sueros negativos + 3 SD. Para la evaluación de los sueros se siguió el
flujo de trabajo esquematizado en la Fig M4. En primer lugar, se evaluó la reactividad contra
la construcción ‘completa’ de TSSAII, III y IV. Los sueros reactivos fueron evaluados contra
las construcciones TSSA-Sp, TSSA-A y TSSA-B de la/s isoforma/s para las cuales mostraron
reactividad (Fig M4). Cada suero fue ensayado por duplicado, en al menos 2 experimentos
independientes. En casos donde los duplicados para un antígeno diferían en más de un
30%, se procedió a repetir el ensayo para ese suero. El análisis y presentación de datos se
realizó utilizando el software RStudio [79]. Se utilizó el paquete “ggplot” para generar los
diagrama de venn, Box-Plots, heatmaps y gráficos de tortas presentados en este trabajo. En



algunos casos, las reactividades informadas fueron previamente relativizadas al valor de
cutoff correspondiente. Para los diferentes tipos de análisis, se indicó la seroprevalencia
(definida como número de sueros reactivos para un dado antígeno/número de sueros
ensayados). Se generaron modelos de regresión lineal y se determinaron los coeficientes de
correlación asociados (R2), utilizando las funciones “lm” y “r.squared” de RStudio. Para
determinar la similitud estructural entre los epítopes A y B de las diferentes TSSA, se utilizó
la matriz BLOSUM62 para asignar puntajes a las sustituciones de aa entre secuencias
evolutivamente relacionadas [80].

FiguraM4: Flujo de trabajoutilizadopara la evaluación serológica.

Análisis estadístico

Se realizaron una serie de pruebas T pareadas para comparar diferencias en la distribución
de las reactividades de grupos definidos de sueros contra las distintas construcciones
generadas. El Test T pareado es una herramienta estadística que se utiliza cuando las
observaciones están relacionadas, utilizada para analizar la diferencia de medias de las dos
muestras, bajo el supuesto de normalidad en la distribución de las diferencias [81]. Para
cada comparación, se calculó el p-valor como indicador de la significancia estadística,
donde un valor < 0.05 implica que la diferencia entre las medias es significativa. El análisis
fue ejecutado en R Studio, utilizando la función t.test. Se destacan con barras y p-valores
solamente los grupos que muestran diferencias significativas en las reactividades
analizadas. Por motivos de espacio, no se incluyen las comparaciones entre los grupos que
no presentaron diferencias significativas. En los gráficos de Box-Plot, se informa la media,
mediana y cuartiles (25% y 75%), calculados usando R studio (funciones mean, median y
quantile).



Resultados

OE1- Desarrollo de nuevos reactivos diagnósticos basados en TSSA, con distinta
configuración epítópica.

Diseño de los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp

Se diseñaron construcciones conteniendo exclusivamente las secuencias comprendidas
por los epitopes A y B (aa 34-50) de TSSAII, III y IV (TSSAII-Sp, TSSAIII-Sp, TSSAIV-Sp). En
estas construcciones, los epitopes específicos de cada isoforma están intercalados por la
secuencia GGGGSGGGGSGTGGGGS, la cual ya fué utilizada como espaciador molecular en
otros trabajos [82] (Fig M2). Los modelos generados a partir de las construcciones derivadas
de TSSAII sustentan la ausencia de estructuras secundarias complejas en el espaciador
molecular, así como la falta de interacción aparente entre el espaciador y/o los epitopes de
TSSAII y GST (Fig R1). Resultados muy similares fueron obtenidos a partir de los modelados
de las construcciones derivadas de TSSAIII y TSSAIV (datos no mostrados).

Figura R1: Modelado estructural de las construcciones derivadas de TSSAII. A-D. Estructuras
tridimensionales predichas por AlphaFold para TSSAII ‘completa’ (A), TSSAII-Sp (B), TSSAII-A (C), y TSSAII-B
(D). En azul oscuro se indica el epitope A, en celeste el epitope B, en gris oscuro el espaciador, en rosa los
residuos extra de TSSAII ‘completa’ y en gris claro la estructura tridimensional de la proteína GST.



La secuencia de los epítopes A y B había sido definida experimentalmente para TSSAII (Fig
I6) [68], y fue inferida posicionalmente para las isoformas TSSAIII y TSSAIV. Las secuencias
de estos epitopes se muestran en la Fig R2. En todos los casos, los epitopes A y B fueron
extendidos por la adición de un residuo a cada lado para minimizar posibles problemas
estéricos en su reconocimiento por anticuerpos.

Figura R2: Secuencia y posiciones polimórficas de las isoformas de TSSA. Se indica la localización de los
epítopes A y B determinados para TSSAII e inferidos para las demás isoformas. La estructura de TSSA se
indica arriba, y las posiciones variables entre isoformas (puntos rosados), debajo. Adaptado de [68].

Estas construcciones fueron clonadas en el vector pGEX-4T-1, para generar los plásmidos
pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y TSSAIV-Sp (Fig R3 y Fig S2). En este diseño, las
construcciones quedan en fusión traduccional al C-terminal de la proteína GST (Fig M2), lo
que facilita su expresión soluble en el citoplasma de E. coli y su posterior purificación por
cromatografía de afinidad. Para la ingeniería de estas construcciones debieron agregarse
algunos residuos ‘extra’ (Fig R3 y Fig S2). No se sintetizó la construcción correspondiente a
TSSAI debido a la nula reactividad observada para esta isoforma [57,60].



Figura R3: Estructura de los constructos contenidos en los vectores pGEX-TSSA-Sp. Se indica la secuencia
de ADN (arriba) y proteína (debajo) de los distintos ‘módulos’: epitopes A (TSSAII-A azul) espaciador (spacer,
en amarillo), epitopes B (TSSAII-B celeste) y secuencias conectoras (gris) para los constructos contenidos en
pGEX-TSSAII-Sp. Los sitios de restricción relevantes están indicados sobre la secuencia de ADN. Los
nucleótidos indicados en minúsculas no corresponden a TSSA ni a sitios de restricción. Se indican los sitios
de pegado de los oligonucleótidos pGEXfw (rojo) y pGEXrev (azul).

Generación de plásmidos pGEX-TSSAII-A y B, -TSSAIII-A y B y -TSSAIV-A y B

Una ventaja adicional del diseño de los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y
-TSSAIV-Sp es la posibilidad de obtener construcciones conteniendo las secuencias de los
epítopes A y B individuales mediante un protocolo experimental simple. Brevemente, la
digestión de estas construcciones con BamHI libera un fragmento de 81 pb (que contiene la
secuencia del epitope A y el espaciador), mientras que la digestión con EcoRI libera un
fragmento de 85 pb (que contiene la secuencia del espaciador y el epitope B) (Fig R3 y Fig S2).
Debido a su tamaño, estos fragmentos presentan un rendimiento reducido en la
recuperación luego de precipitar el producto de la digestión [72]. En consecuencia, se espera
que la religación de los clones digeridos con EcoRI resulte en un enriquecimiento en clones
conteniendo solo la secuencia codificante para el epitope A (pGEX-TSSAII-A, -TSSAIII-A y
-TSSAIV-A), mientras que la religación de los clones digeridos con BamHI resulte en un
enriquecimiento en clones conteniendo sólo la secuencia codificante para el epitope B
(pGEX-TSSAII-B, -TSSAIII-B y -TSSAIV-B).

Los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp se trataron con las enzimas de
restricción BamHI o EcoRI y se precipitaron. Al ser analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa, todos ellos presentaron una única banda del tamaño esperado (~5000 pb,
el tamaño del vector pGEX-4T-1, Fig S1), indicativo de digestión completa (Fig R4). En
algunas muestras fue posible observar algunas especies (muy minoritarias) de menor
migración electroforética, que podrían corresponder a plásmidos con digestión incompleta
(Fig R4). El fragmento liberado, de 81 u 85 bp dependiendo del caso (ver arriba), no alcanzó a
visualizarse en ninguna de las muestras, de acuerdo a lo esperado. A fines comparativos, se
corrió en paralelo el plásmido pGEX-TSSAII-Sp sin digerir, que muestra múltiples bandas
que se corresponden a las distintas formas de enrollamiento (Fig R4, calle
‘pGEX-TSSAII-Sp’).



Figura R4: Digestión enzimática de los vectores pGEX-TSSA-Sp. Electroforesis del producto de digestión
de los plásmidos pGEX-TSSAII-Sp (II), -TSSAIII-Sp (III) y -TSSAIV-Sp (IV) con BamHI y EcoRI. El marcador de
masamolecular (MK), en bp, se muestra a la izquierda, y el control (pGEX-TSSAII-Sp sin digerir), a la derecha.

Los plásmidos digeridos y precipitados fueron re-ligados y transformados en bacterias E.
coli Dh5α competentes. Luego del plaqueo en medio selectivo, se analizaron 2 colonias de
cada una de las placas mediante la técnica de ‘colony PCR’ y los productos de amplificación
se resolvieron en geles de agarosa. De acuerdo a la posición de los oligonucleótidos pGEXfw
y pGEXrv utilizados, se esperaba obtener productos de ~280 pb para los clones en su
configuración original y de ~190 pb para los clones portando solo un epitope (los que se
re-ligaron luego de la deleción del fragmento de 81 u 85 pb) (Fig R3 y Fig S2). Como control,
se hizo el mismo ensayo sobre una colonia transformada con el plásmido pGEX-TSSAII-Sp.
Como puede verse en la Fig R5A, las colonias pGEX-TSSAII-A-1, II-A-2, II-B-2, III-A-2, IV-A-1
y IV-B-2 presentaron un patrón de bandeo compatible con clones de epitope único (~190
bp). El clon pGEX-TSSAIV-A-2, en cambio, presentó un patrón de bandeo compatible con la
configuración original, de 2 epitopes separados por el espaciador (~280 bp), y es de hecho
muy similar al bandeo obtenido para el control (Fig R5A, calle ‘pGEX-TSSAII-Sp’). Los clones
pGEX-TSSAII-B-1, III-A-1, III-B-1, III-B-2 y IV-B-2, por último, presentaron un patrón de
bandeo complejo, que sugiere que para esos ensayos no se partió de una colonia única.

Figura R5. Identificación de clones positivos para TSSAs conteniendo epitopes únicos. A y B. Corridas
electroforéticas de los productos de amplificación obtenidos para 2 colonias individuales de las distintas
construcciones (pGEX-TSSAII-A, -TSSAII-B, -TSSAIII-A, -TSSAIII-B, -TSSAIV-A y -TSSAIV-B, A) y para 5



colonias individuales de la construcción pGEX-TSSAIII-B (B). El marcador de masamolecular (MK), en bp, se
muestra a la izquierda, y el control negativo (pGEX-TSSAII-Sp), a la derecha.

Para el plásmido pGEX-TSSAII-Sp digerido con BamHI y re-ligado, ninguna de las colonias
mostró un patrón de bandeo compatible con clones de epitope único, por lo que se repitió el
ensayo de ‘colony PCR’ sobre 5 nuevas colonias aisladas de esa placa. En este nuevo ensayo
se obtuvieron tanto colonias ‘positivas’ (banda única, de ~190 bp, clones III-B-4, 6 y 7) como
clones de bandeo complejo (banda de ~280 bp y de ~190 bp, clones III-B-3 y 5) (Fig R5B).

Finalmente, a partir de cultivos provenientes de una colonia ‘positiva’ para cada clon, se
obtuvieron los plásmidos correspondientes a los epitopes A y B para cada isoforma, y se
verificó su identidad por secuenciación utilizando los mismos oligonucleótidos pGEXfw y
pGEXrv. A modo de ejemplo, en la Fig R6 se ilustra el resultado de la secuenciación para el
clon pGEX-TSSAII-B con el oligonucleótido pGEXfw. En todos los casos, los cromatogramas
presentaron picos bien definidos y resueltos, lo que permitió asignar sin ambigüedades la
identidad de las secuencias de los distintos plásmidos generados (Fig S3).

Figura R6. Secuenciación de clones positivos para TSSAs conteniendo epitopes únicos. Fragmento del
cromatograma de la secuenciación de pGEX-TSSAII-B, utilizando el oligonucleótido pGEXfw. La secuencia
del epitope B de TSSAII se indica subrayada arriba.

Expresión de las variantes de TSSA en E. coli
Los plásmidos conteniendo las construcciones originales (pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y
-TSSAIV-Sp) como las derivadas de ellas, conteniendo epitopes únicos (pGEX-TSSAII-A,
-TSSAII-B, -TSSAIII-A, -TSSAIII-B, -TSSAIV-A y -TSSAIV-B) fueron transformados en
bacterias. Alícuotas de los cultivos, inducidos o sin inducir con IPTG, se resolvieron en geles
SDS-PAGE, en condiciones desnaturalizantes, a los que luego se tiñó con CBB (Fig R7A). Se
observa que hubo inducción de la expresión para GST-TSSAII-A, -TSSAII-B, -TSSAIII-B,
-TSSAIV-A y -TSSAIV-B, evidenciado por la presencia de una banda de ~26 kDa en todas
ellas. En el caso de la proteína GST-TSSAIII-A, y por motivos desconocidos, la banda de
inducción mostró un tamaño aparente un poco mayor (~28 kDa). Estos tamaños, de todas



maneras, son compatibles con los esperados (Tabla 2). Por otro lado, se puede notar que se
obtuvo menor rendimiento para fracción inducida de la proteína GST-TSSAIV-B (Fig R7A).
Es probable que durante la preparación de esta muestra se haya producido una pérdida de
masa bacteriana, ya que todas sus bandas son visiblemente más tenues en comparación
con las de las demás muestras. Se registró también la correcta inducción de las
construcciones con el espaciador (GST-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp), dada la
presencia de una banda mayoritaria de ~30 kDa en las calles correspondientes a fracciones
totales inducidas (Fig R7B). Estos tamaños son también compatibles con los esperados
(Tabla 2). Debe mencionarse que en ensayos de fraccionamiento por sonicación, todas las
proteínas mostraron una acumulación en la fracción soluble, correspondiente al
citoplasma bacteriano (ver debajo).

Figura R7: Expresión en bacterias de las variantes de TSSA. A y B. Muestras de las fracciones totales
inducidas (I) o sin inducir (S/I) con IPTG de GST-TSSAII-A, -TSSAII-B, -TSSAIII-A, -TSSAIII-B, -TSSAIV-A y



-TSSAIV-B (A) y de las proteínas GST-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp (B) se resolvieron en geles
SDS-PAGE desnaturalizantes y se tiñeron con CBB. Las bandas de inducción, correspondientes a las
proteínas de fusión a GST, se indican con flechas. El marcador de masa molecular (MK) se muestra a la
izquierda, en kDa.

Purificación de las variantes de TSSA

Las fracciones solubles de los cultivos fueron sometidas a cromatografía de afinidad en
columnas de glutation-sefarosa (Fig M4). Se analizaron alícuotas correspondientes a las
fracciones input (entrada), percolado (fracción que no interacciona con la columna) y eluato
(fracción retenida en la columna y posteriormente eluida por adición en exceso de glutatión
reducido), en geles SDS-PAGE corridos en condiciones desnaturalizantes y visualizados
mediante tinción con CBB (Fig R8).

FiguraR8: A. Purificaciónde las variantes de TSSA. A yB.Muestras de las fracciones input (I), percolado (P) y
eluato (E) de la purificación de GST-TSSAII-A, -TSSAII-B, -TSSAIII-A, -TSSAIII-B, -TSSAIV-A y -TSSAIV-B (A) y
GST-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp (B) fueron resueltas en geles SDS-PAGE y visualizadas por tinción



con CBB. El marcador de masa molecular (MK), en kDa,se muestra a la izquierda. Se indican, en ambos
paneles, con flechas las bandas correspondientes a las proteínas de interés.

En todos los eluatos se observa una única banda del tamaño esperado (Tabla 2), que es
también consistente con el tamaño obtenido para la banda de inducción de esa misma
proteína (Fig R8), por lo que se puede concluir que se logró purificar todas las proteínas
expresadas a homogeneidad y sin degradación aparente. Como instancia final se procedió a
cuantificar la concentración de las proteínas en los eluatos mediante NanoDrop y Bradford,
obteniéndose resultados similares por ambos métodos. Las concentraciones obtenidas se
indican en la Tabla 2. A partir de estas concentraciones, se calculó un rendimiento total de
proteína purificada de ~6 mg/L para todas ellas. Las cantidades de proteínas obtenidas en
un solo ensayo de cultivo (250 mL) fueron suficientes para llevar a cabo todos los ensayos de
análisis serológicos detallados en la siguiente sección. Toda esta información está
compilada en la Tabla 2, donde también se indican los nombres simplificados de las
construcciones utilizadas de aquí en adelante en el trabajo.

Tabla 2: Proteínas recombinantesusadas en este trabajo.

*Se informan los Mr predichos (en kDa).
**Se informan los valores obtenidos experimentalmente (en μg/μL).

Isoforma Construcción Nomenclatura Mr* Concentración**

TSSAII

GST-TSSAII (aa 24-62) TSSAII ‘completa’ 31,09 0,55

GST-TSSAII-Sp TSSAII-Sp 29,76 1,57

GST-TSSAII-A TSSAII-A 27,60 1,65

GST-TSSAII-B TSSAII-B 27,37 1,3

TSSAIII

GST-TSSAIII (aa 24-62) TSSAIII ‘completa’ 29,77 0,63

GST-TSSAIII-Sp TSSAIII-Sp 29,65 1,5

GST-TSSAIII-A TSSAIII-A 27,58 1,7

GST-TSSAIII-B TSSAIII-B 27,28 1,49

TSSAIV

GST-TSSAIV (aa 24-62) TSSAIV ‘completa’ 29,79 1,5

GST-TSSAIV-Sp TSSAIV-Sp 29,70 1,77

GST-TSSAIV-A TSSAIV-A 27,60 1,9

GST-TSSAIV-B TSSAIV-B 27,31 1,67

- GST GST 25,50 2,7



OE2- Evaluación de las firmas de anticuerpos reveladas por los nuevos reactivos
diagnósticos basados en TSSA enmuestras de pacientes infectados con T. cruzi.

Caracterización de la respuesta serológica contra TSSA

Utilizando las proteínas purificadas, se llevó a cabo la evaluación de las firmas de
anticuerpos en una población de 97 sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica
provenientes del sur de Sudamérica, sin sintomatología clínica asociada. Mediante ensayos
de ELISA en placas sensibilizadas con las proteínas TSSAII, TSSAIII y TSSAIV ‘completas’
(Fig R9 y Tabla 2), se determinó primeramente la prevalencia serológica de las distintas
isoformas. TSSAII resultó la isoforma más reconocida (n=82, 85%), seguida de TSSAIV (n=22,
23%) y TSSAIII (n=12, 13%) (Fig R9A). TSSAII también fue la que generó mayores
reactividades (media ± SD de 1,02 ± 0,60 U.A.) respecto a TSSAIII (0,34 ± 0,40 U.A.) y TSSAIV
(0,36 ± 0,44 U.A.), diferencias que resultaron estadísticamente significativas (Fig R9A).

Figura R9: Reactividad serológica de las isoformas de TSSA. A. Box-Plot mostrando la reactividad para
TSSAII, III y IV ‘completas’ enmuestras de pacientes con enfermedad de Chagas crónico (n=97). Las medias y
medianas de cada población se indican con números y líneas horizontales dentro de las cajas. Las muestras
se analizaron estadísticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95% (se indican los
valores de p para cada comparación). B. Diagrama de Venn de los sueros reactivos contra TSSAII (azul),
TSSAII y III (verde), TSSAII y IV (violeta) y TSSAII, III y IV (amarillo). La población de sueros no reactivos para
ninguna isoforma se indica en gris. C. Heatmap de reactividades de todos los sueros ensayados contra



TSSAII, III y IV ‘completas’. La escala de colores (indicativa de la reactividad) se muestra a la izquierda. Para
una mejor resolución de las señales, esta escala satura para reactividades mayores a 1.5. La señal está
relativizada a los valores de cutoff globales establecidos para sueros negativos.

Dentro de la población de sueros positivos para infección con T. cruzi evaluados, 15 (15%)
resultaron no reactivos para ninguna isoforma (sueros ‘no reactivos’) y 82 reconocieron a
TSSAII (sueros TSSAII-reactivos). De estos últimos, la mayoría (n=55) reconocieron
exclusivamente a TSSAII (de aquí en más, ‘exclusivos’). Interesantemente, todos los sueros
reactivos para TSSAIII (n=12) o TSSAIV (n=22), incluyendo un pequeño grupo de muestras
que mostró reactividad mixta para ambas isoformas (n=7), mostraron también
reconocimiento para TSSAII. De acuerdo a este perfil de reconocimiento, estos sueros
(n=27) se denominaron ‘cross-reactivos’. Un diagrama de Venn representando estos
resultados se muestra en la Fig R9B. El perfil de reactividad de cada uno de los sueros
contra las tres isoformas se detalla en la Fig R9C. Los distintos grupos de sueros (no
reactivos, II-III-IV-; exclusivos, II+III-IV- y cross-reactivos, II+III+IV-, II+III-IV+ y
II+III+IV+) fueron coloreados de acuerdo al diagrama de Venn.

Análisis de la respuesta serológica contra TSSAII

Dado que la población de sueros analizada era principalmente reactiva contra TSSAII (Fig
R9), se procedió a realizar primeramente un análisis detallado de la respuesta serológica
contra esta isoforma.

Epitopes A y B

A partir de la población de sueros TSSAII-reactivos (n=82), se realizó el análisis del
reconocimiento de los epitopes individuales usando las proteínas TSSAII-A y TSSAII-B. El
epitope A generó mayores reactividades que el epitope B (0,82 ± 0,59 U.A. vs 0,46 ± 0,45
U.A.), lo cual mostró significancia estadística (Fig R10A). Además de más reactivo, el epitope
A resultó ser más seroprevalente que el epitope B (87% vs 37%, respectivamente, Fig R10A).
La clasificación de la población de sueros TSSAII-reactivos en base a su reconocimiento
epitópico (‘epitotipo’) indicó que 50% de los mismos (n=41) tienen epitotipo A
(reconocimiento exclusivo del epitope A), 36,6% (n=30) epitotipo AB (reconocimiento de
ambos epitopes), 1,2% (n=1) epitotipo B (reconocimiento exclusivo del epitope B) y 12, 2%
(n=10) epitotipo nulo (sin reconocimiento de ninguno de los dos epitopes) (Fig R10B). En
conjunto, estos datos sugieren que i) los epitopes A y B propuestos recapitulan en línea
general la reactividad de la región antigénica completa de TSSAII; y ii) hay
inmunodominancia del epitope A respecto del B.



Figura R10: Respuesta serológicaa los epitopes individuales derivados de TSSAII. A. Box-Plot mostrando
la reactividad contra TSSAII-A y TSSAII-B de sueros TSSAII-reactivos (n=82). A fines comparativos, también
se indica la reactividad contra la proteína TSSAII ‘completa’. Las medias están señaladas por un punto, y su
valor numérico se indica encima. Lasmedianas se indicanmediante líneas horizontales dentro de las cajas.
Las muestras se analizaron estadísticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95%
(se indican los valores de p para cada comparación). B. Gráfico de torta representando el epitotipo (tipo de
reconocimiento epitópico) de los sueros TSSAII-reactivos: A (azul), B (turquesa), AB (cian) y nulo (gris).

Sueros cross-reactivos y exclusivos
A continuación, se estudió la reactividad contra distintas construcciones de TSSAII para
las dos subpoblaciones de sueros TSSAII-reactivos: los sueros “cross-reactivos”, capaces de
reconocer a más de una isoforma de TSSA y los “exclusivos”, que solo reconocen a TSSAII. A
fines comparativos, también se incluyó la reactividad registrada para el grupo de sueros
TSSAII-reactivos totales, previo a su clusterización. Para la TSSAII ‘completa’ se observó una
reactividad ligeramente mayor, aunque no estadísticamente significativa, para los sueros
cross-reactivos (1,25 ± 0,55 U.A.) respecto de los exclusivos (1,10 ± 0,47 U.A.) (Fig R11A). Para
las variantes conteniendo a los epitopes A y B aislados (TSSAII-A y TSSAII-B), no se
observaron diferencias estadísticamente significativas a nivel de reactividad entre los
sueros cross-reactivos (0,81 ± 0,65 U.A. y 0,41 ± 0,42 U.A.) y los exclusivos (0,82 ± 0,56 U.A. y
0,48 ± 0,47 U.A.) (Fig R11B). Tampoco se observaron diferencias significativas a nivel de la
seroprevalencia de cada epitope para los distintos grupos de sueros, aunque los valores,
comparados a los de la población total de sueros TSSAII-reactivos, fueron levemente
mayores para los cross-reactivos y levemente menores para los exclusivos. Como se muestra
en la Fig R11B, las seroprevalencias de TSSAII-A y -B, respectivamente, fueron del 87% y 37%
para la población total, del 89% y 44% para los sueros cross-reactivos y del 82% y 33% para los
exclusivos. De estos resultados se puede concluir que la clusterización de sueros



TSSAII-reactivos en base a su perfil de reconocimiento de isoformas (exclusivos o
cross-reactivos) no conlleva un sesgo en los niveles de reactividad global ni en los de
dominancia relativa entre epitopes.

FiguraR11: Respuesta serológicaaTSSAII de los distintos tipos de sueros TSSAII-reactivos. A yB. Box-Plot
mostrando la reactividad contra TSSAII ‘completa’ (A) y TSSAII-A y TSSAII-B (B) de sueros TSSAII-reactivos
totales (izquierda, n=82), cross-reactivos (centro, n=27) y exclusivos (derecha, n=55). Las medias están
señaladas por un punto, y su valor numérico se indica encima. Las medianas se indican mediante líneas
horizontales dentro de las cajas. Las muestras se analizaron estadísticamente usando el test de T-student
con un nivel de confianza del 95% y no se observaron diferencias significativas entre las poblaciones.



Espaciador molecular
Para evaluar el efecto del espaciador molecular en la respuesta serológica contra TSSAII se
comparó la señal de TSSAII ‘completa’ vs TSSAII-Sp para la población de sueros
TSSAII-reactivos. Como se muestra en la Fig R12, las reactividades fueron muy similares
(1,13 ± 0,60 U.A. para TSSAII ‘completa’ y 1,16 ± 0,66 U.A. para TSSAII-Sp), diferencias que no
resultaron estadísticamente significativas utilizando un nivel de confianza del 95%. La
seroprevalencia para TSSAII-Sp (88%, 72/82), sin embargo, resultó un poco menor que para
TSSAII ‘completa’ (100%, 82/82) (Fig R12). Estos resultados van en línea con los obtenidos
previamente (Fig R11) e indican que, en líneas generales, los epitopes A y B están bien
definidos para TSSAII, ya que la construcción conteniendo solamente estas secuencias
(TSSAII-Sp) logra recapitular la respuesta serológica (reactividad y seroprevalencia) de la
construcción ‘completa’.

Figura R12: Efecto del espaciador molecular en la respuesta serológica contra TSSA. Reactividad contra
TSSAII ‘completa’ y con el espaciador (TSSAII-Sp), para la población total de sueros TSSAII-reactivos (n=82).
Las medias se indican con los valores numéricos dentro de las cajas. Las medianas se indican mediante
líneas horizontales dentro de las cajas. Las muestras se analizaron estadísticamente usando el test de
T-student con un nivel de confianza del 95% y no se observaron diferencias estadísticamente significativas.

Se realizó luego el mismo análisis pero desglosando los sueros TSSAII-reactivos según su
epitotipo (Fig R10B). Para los sueros de epitotipo A (n=41), las reactividades contra las dos
variantes resultaron similares (0,98 ± 0,51 U.A. para TSSAII ‘completa’ vs 1,02 ± 0,53 U.A
para TSSAII-Sp), indicando que el agregado del espaciador tiene un mínimo impacto en la
interacción antígeno-anticuerpo (Fig R13A). En cambio, para los sueros de reconocimiento
mixto (epitotipo AB, n=30), la reactividad fue significativamente mayor contra la proteína
con el espaciador (1,55 ± 0,50 U.A. para TSSAII-Sp vs 1,32 ± 0,47 U.A. para TSSAII ‘completa’,
Fig R13B), indicando que el agregado del espaciador tiene un impacto positivo en la
interacción antígeno-anticuerpo. Otra forma de visualizar estos datos es determinando el



cociente de la reactividad contra TSSAII-Sp y TSSAII ‘completa’ en sueros individuales,
agrupados de acuerdo a su epitotipo. El grupo de sueros de epitotipo A presentó un amplio
rango de valores para este cociente (2,00 a 0,58), aunque la media y la mediana poblacional
(1,02) resultaron muy cercanos a 1 (Fig R13C). El único suero de epitotipo B mostró la misma
tendencia, con un cociente de reactividad TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ de 0,95 (Fig R13C).
En sueros de epitotipo AB, en cambio, la media del cociente de reactividad
TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ fue de 1,21 (Fig R13C) y la mediana poblacional de 1,11. En
conjunto, estos resultados indican que para sueros de reconocimiento de tipo mixto
(epitotipo AB), pero no para sueros de epitotipo A o B, la separación molecular de los
epitopes A y B resulta en un mejor reactivo diagnóstico. Esto sugiere que la disposición
adyacente de estos epitopes confiere algún tipo de impedimento estérico para el
reconocimiento simultáneo de las 2 poblaciones de anticuerpos (anti-epitope A y
anti-epitope B) presentes en estos sueros. Por último, y como era esperable, los sueros de
epitotipo nulo (n=10), negativos para TSSAII-A y TSSAII-B, también mostraron baja
reactividad contra la proteína TSSAII-Sp y, por lo tanto, bajos cocientes TSSAII-Sp/TSSAII
‘completa’ (media=0,60; mediana=0,46, Fig R13C).



Figura R13: Respuesta serológica aTSSAII ‘completa’ y TSSAII-Sp. A yB.Box-Plot mostrando la reactividad
contra TSSAII ‘completa’ y TSSAII-Sp de sueros TSSAII-reactivos con epitotipo A (A) y AB (B). C. Box-Plot del
cociente de la reactividad contra TSSAII-Sp y TSSAII ‘completa’ de sueros de epitotipo A (n=41), AB (n=30), B
(n=1) o nulo (n=10). En todos los casos, las medias están señaladas por un punto, y su valor numérico se
indica encima. Las medianas se indican mediante líneas horizontales dentro de las cajas. Las muestras se
analizaron estadísticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95% (se indica el
valor de p).

A continuación, realizamos el análisis inverso de los datos. Brevemente, se graficó para cada
suero la reactividad contra TSSAII ‘completa’ en función de la reactividad contra TSSAII-Sp,
se utilizó un modelo de regresión lineal para analizar los datos y establecer los diferentes
grupos. Por último se determinó la representación de los distintos epitotipos en cada uno
de estos grupos. El grupo mayoritario fue el de los sueros que no varían su reactividad con
el agregado del espaciador (relación TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1, n=46), seguido por el
grupo de sueros que aumentan su reactividad con el espaciador (relación TSSAII-Sp/TSSAII
‘completa’ > 1, n=25), y por último, los que disminuyeron su señal con el espaciador
(Relación TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ < 1, n=11) (Fig R14A).

En línea con lo mostrado anteriormente, para el grupo de sueros que no varía su reactividad
con el agregado del espaciador (TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1), la población mayoritaria
fue la de reconocimiento de tipo A (incremento de un 50% a un 60% respecto a la población
total TSSAII-reactivos, Fig R14B y C). Para el grupo de sueros que aumenta su reactividad
con el agregado del espaciador (TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ > 1), en cambio, la población
que más se enriqueció fue la de reconocimiento de tipo mixto o epitotipo AB (de un 35,9% a
un 52,2%) (Fig R14D). Para ambos grupos (TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1 y
TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ > 1), la población que más se redujo fue la de epitotipo nulo (de
12,2% a 4,4% y 4,3%, respectivamente. En cambio, para el grupo de sueros que disminuye su
reactividad con el agregado del espaciador (TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ < 1), la población
que se incrementó respecto a la población de sueros TSSAII-reactivos totales fue
justamente la de epitotipo nulo (de un 12,2 a un 70%, 8/11) (Fig R14E). Dentro del grupo
TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ < 1, un 20% de los sueros mostraron un reconocimiento de
tipo A, un 10% epitotipo AB, y no se encontraron sueros con reconocimiento de tipo B.



Figura R14: Respuesta serológica a TSSAII ‘completa’ y TSSAII-Sp y epitotipos. A: Relación de la
reactividad frente a TSSAII ‘completa’ (eje X) y TSSAII-Sp (eje Y) en sueros TSSAII-reactivos (n=82). Utilizando
un modelo de regresión lineal con un intervalo de confianza del 99,9% se establecieron 3 grupos de sueros,
de cociente TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1 (n=46), > 1 (n=25) y < 1 (n=11). B-E. Gráfico de tortas del
reconocimiento epitópico de la población total de sueros TSSAII-reactivos totales (B), de cociente
TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1 (C), > 1 (D) y < 1 (E). El epitotipo de los sueros se indica en azul (A), turquesa
(B), cian (AB) y gris (nulo).

El perfil de reactividad contra todas las variantes de TSSAII para los 8 sueros de epitotipo
nulo pertenecientes al grupo que disminuye su reactividad con el agregado del espaciador



se muestra en la Fig R15. Todos ellos (sueros 30515, 30517, 31070, 31368, 36629, 36670, 36854
y 392) resultaron positivos para TSSAII ‘completa’ y negativos para TSSAII-Sp, TSSAII-A y
TSSAII-B. En base a estos resultados, podría interpretarse que para esta pequeña
subpoblación de sueros, los epítopes A y B no están correctamente definidos. A fines
comparativos, se muestran los perfiles de reactividad de dos sueros, pertenecientes a los
grupos que aumentan (suero 29615) y no varían (suero 269996) su reactividad por el
agregado del espaciador (Fig R15). Los otros 3 sueros TSSAII-reactivos de epitotipo nulo (2
pertenecientes al grupo TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1 y el perteneciente al grupo
TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ > 1) también resultaron negativos para TSSAII-Sp (datos no
mostrados), indicando que, al igual que para los sueros 30515, 30517, 31070, 31368, 36629,
36670, 36854 y 392 (Fig R15), los epitopes A y B de TSSAII no están bien definidos.

Figura R15: Perfil de reactividad contra variantes de TSSAII de sueros selectos.Heatmap de reactividades
de los sueros TSSAII-reactivos indicados contra TSSAII ‘completa’, TSSAII-Sp, TSSAII-A y TSSAII-B. La escala
de colores (indicativa de la reactividad) se muestra a la derecha.

Por último, procedimos a evaluar la señal de los 15 sueros no reactivos para TSSAII
‘completa’ (Fig R9B), contra la proteína con el espaciador (TSSAII-Sp). Diez de ellos
resultaron también negativos para TSSAII-Sp (66%), por lo que podrían considerarse
“verdaderos negativos” (Fig R16A). Más interesante, 5 de estos sueros (de aquí en más,
“sueros recuperados”) sí resultaron positivos contra TSSAII-Sp (reactividades ~ 0,8-1,6), por
lo que podrían considerarse falsos negativos para TSSAII ‘completa’ que pudieron ser, en
términos diagnósticos, ‘rescatados’ por TSSAII-Sp (Fig R16A). Cabe mencionar que estos 5
sueros eran los que más reactividad habían mostrado hacia TSSAII ‘completa’, con valores
muy cercanos (aunque menores) al cutoff establecido como criterio de positividad (Fig
R16A). Los perfiles de reconocimiento contra todas las construcciones derivadas de TSSAII
revelaron que algunos sueros no reactivos frente a TSSAII ‘completa’ tampoco presentaron
reactividad contra TSSAII-Sp, TSSAII-A y TSSAII-B (sueros 12, 13, 14 y 15) (Fig R16B). Los
sueros 8, 9, 10 y 11 tampoco mostraron reactividad contra TSSAII-Sp, aunque no se pudo
evaluar su reactividad contra TSSAII-A y IIB por falta de muestra (Fig R16B). Dentro de los
“sueros recuperados”, se observó reconocimiento de un epitope (epitotipo A, sueros 3, 4 y 5) o
de dos epitopes (epitotipo AB, suero 6), salvo en un caso donde no se pudo determinar el



reconocimiento de los epitopes aislados (suero 7, nuevamente por falta de muestra). Por
último, en algunos sueros se evidenció un fenómeno diferente, donde no se observó
reactividad para TSSAII ‘completa’ ni TSSAII-Sp, pero sí para TSSAII-A (suero 1), o TSSAII-A
y TSSAII-B (suero 2). Si bien estos dos sueros se clasificaron como no reactivos frente a
TSSAII-Sp, debe notarse que sus señales (~0,75 U.A.) fueron relativamente altos y cercanos
al valor de corte (cutoff) (Fig R16A). En conjunto, estos datos indican que la separación de los
epitopes A y B de TSSAII podría ser implementado para el mejoramiento de la capacidad
serodiagnóstica de esta molécula.

Figura R16: Perfil de reactividad contra variantes de TSSAII de sueros no reactivos contra TSSAII. A.
Relación de la reactividad frente a TSSAII ‘completa’ (eje X) y TSSAII-Sp (eje Y) en sueros negativos para TSSAII
‘completa’ (n=15). En verde (n=5) se indican los sueros positivos y en rojo (n=10) los negativos para TSSAII-Sp.
B. Heatmap de positividad (verde)/negatividad (rojo) de los sueros negativos para TSSAII ‘completa’ contra
las proteínas indicadas. En gris se indican las combinaciones de suero/proteína no ensayadas.

Análisis de la respuesta serológica contra TSSAIII y TSSAIV

El análisis de las reactividades contra las distintas variantes de TSSAIII y TSSAIV se realizó
siguiendo lineamientos similares a los usados para el análisis de la reactividad contra
TSSAII (aunque restringido a los sueros que mostraron reactividad contra esas isoformas).
A diferencia de lo que se observa en TSSAII, el agregado del espaciador en TSSAIII y TSSAIV
afecta negativamente al reconocimiento serológico de las proteínas. Sobre todo para
TSSAIV, donde las prevalencias (100% vs 45%) y las reactividades (0,69 ± 0,38 U.A. vs 0,50 ±
0,21 U.A.) determinadas para TSSAIV ‘completa’ y TSSAIV-Sp, respectivamente, resultan
significativamente diferentes (Fig R17A). Estos resultados sugieren que los epitopes A y B
para estas isoformas, sobre todo para TSSAIV, no están tan correctamente definidos como



para TSSAII. Esto se puede atribuir a que, como ya se mencionó, los epitopes de TSSAIII y IV
no fueron determinados empíricamente sino inferidos a partir de los de TSSAII (Fig R2).

Para ahondar más en este punto, en la Fig R17B se esquematiza la reactividad contra TSSA
‘completa’, TSSA-Sp y los epitopes A y B de las isoformas III y IV de sueros individuales
selectos. Los sueros 13i y 28246 (a la izquierda de cada recuadro), se graficaron para
ejemplificar casos donde las reactividades contra la TSSA ‘completa’ y TSSA-Sp resultaron
similares. En estos casos, la reactividad contra la variante TSSA-Sp se correlaciona con
cierta reactividad contra al menos uno de los epitopes aislados. Para los demás sueros
mostrados, que no reconocieron a TSSA-Sp (III o IV, respectivamente), se puede notar que
tampoco hay reactividad contra los epitopes A y B presentados por separado.

En cuanto al análisis del reconocimiento diferencial para cada epitope (Fig R17A), es posible
notar que tanto para TSSAIII como para TSSAIV hay una reactividad significativamente
mayor del epitope A respecto del epitope B (TSSAIII: 0,42 ± 0,34 U.A. para epitope A vs 0,15 ±
0,08 U.A. para epitope B; TSSAIV: 0,46 ± 0,55 U.A. para epitope A vs 0,24 ± 0,16 U.A. para
epitope B). En la misma línea, la seroprevalencia de los epitopes A de ambas isoformas es
mayor que la de los epitopes B correspondientes (TSSAIII: 75% vs 0%; TSSAIV: 50% vs 15%)
(Fig R17A). Estos datos indican que, más allá de diferencias atribuibles a la mejor o peor
definición de epitopes entre isoformas, el perfil de reconocimiento serológico es similar
para todas ellas, claramente sesgado hacia el A.

Como se mencionó previamente, todos los sueros reactivos para TSSAIII y/o TSSAIV
mostraron también reconocimiento (y en algunos casos cuantitativamente mayor, en
términos de reactividad) para TSSAII (Fig R9B). En este contexto, decidimos evaluar el
impacto de la reactividad cruzada de anticuerpos contra TSSAII en el reconocimiento de las
isoformas TSSAIII y TSSAIV. El análisis de correlación de respuestas, sin embargo, sugiere
que este fenómeno tiene una incidencia menor en nuestros resultados, y parece estar
restringido a la reactividad de la proteína TSSAIV (Fig R17C, panel superior). Más aún, el
desglose del análisis de correlación de respuestas serológicas entre epitopes, indica que el
posible reconocimiento cruzado de anticuerpos entre TSSAII y TSSAIV se focaliza en el
epitope A (Fig R17C, paneles central e inferior). Para evaluar mejor la especificidad de las
respuestas contra los epitopes A y B, graficamos la cantidad de variantes de un mismo
epitope reconocidas por todos los sueros ‘cross-reactivos’ (n=27). Para el epitope A, una
pequeña fracción de estos sueros no reconocen ninguna variante (7,4%), y fracciones
mayores reconocen a 1 (25,9%), 2 (40,7%) y 3 variantes (25,9%) (Fig R17D). Es decir, que el % de
sueros ‘promiscuos’, que reconocen más de una variante del epitope A, alcanza el 66,6%.
Para el epitope B, en cambio, el 48,1% de los sueros no reconocen a ninguna variante, otro
48,1% reconoce una sola variante, ninguno reconoce 2 variantes y sólo un suero (3,7%)
reconoce a las 3 variantes. De estos resultados se puede inferir que los epitopes A resultan



inmunodominantes y más propensos a ser reconocidos en conjunto por un mismo suero
mientras que los epitopes B resultan menos reactivos pero más específicos.



Figura R17: Análisis de la reactividad serológica contra las isoformas TSSAIII y TSSAIV. A. Box-Plot
mostrando la reactividad de las distintas proteínas recombinantes generadas a partir de TSSAIII y TSSAIV.
Las muestras se analizaron estadísticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95%
(se indican los valores de p para cada comparación). B. Heatmap de reactividades de sueros selectos contra
TSSA ‘completa’, TSSA-Sp, TSSA-A y TSSA-B para las isoformas III y IV. La escala de colores (indicativa de la
reactividad) se muestra debajo. C. Reactividad contra TSSAII ‘completa’ (arriba), TSSAII-A (centro) y TSSAII-B
(abajo) en función de la reactividad contra TSSAIII (verde) o TSSAIV (violeta), de todos los sueros TSSAII-
reactivos (n=82). Se indican los coeficientes de correlación para cada población.D. Cantidad de variantes de
epitopes A (A) y epitopes B (B) reconocidas por la población de sueros ‘cross-reactivos’ (n=27).



Discusión

En el presente trabajo se desarrollaron y evaluaron nuevas herramientas moleculares con
aplicabilidad en el diagnóstico serológico de la enfermedad de Chagas, basadas en el
antígeno polimórfico TSSA de T. cruzi. En una primera instancia, y basados en resultados
previos obtenidos mayormente de nuestro laboratorio, se implementaron metodologías
bioinformáticas, de biología molecular, microbiología y bioquímica de proteínas para el
diseño racional, la generación, la expresión, la purificación y la caracterización preliminar
de diferentes variantes de TSSA (Figs R1 a R8). Estas variantes presentan diferente
configuración epitópica: i) solo el epitope A; ii) solo el epitope B; iii) los epitopes A y B, en su
disposición original; y iv) ambos epitopes, pero separados por un espaciador de 20 residuos
(Fig M2). Todas estas construcciones se ensayaron por ELISA frente a una cohorte de
pacientes infectados con T. cruzi y controles apropiados.

TSSAII resultó la isoforma más reconocida (85%), seguida de TSSAIV (23%) y TSSAIII (13%)
(Fig R9). Un 15% de los sueros analizados no mostraron reactividad contra ninguna
isoforma de TSSA. En cuanto a la reactividad, TSSAII fue la isoforma que generó mayores
reactividades (1,02 + 0,60 U.A.), seguida por TSSAIII (0,34 + 0,40 U.A.) y TSSAIV (0,36 + 0,44
U.A.), diferencias que resultaron estadísticamente significativas (Fig R9). Los resultados de
seroprevalencia son coincidentes con estudios previos [52,57,59,60,68] y son atribuibles al
sesgo epidemiológico en la población de sueros analizada. Como ya se mencionó, la
predominancia de los linajes TcII (cuyo genoma contiene ~10-14 copias de TSSAII) y TcV y
TcVI (cuyos genomas contienen ~10-14 copias de TSSAII y una única copia de TSSAIII) en
ciclos domésticos del sur de Sudamérica ha sido extensamente reportada [59].

Un aspecto importante a destacar es que todos los sueros que presentaron reactividad
hacia TSSAIII y/o TSSAIV, también mostraron reconocimiento hacia TSSAII (Fig R9). Este
resultado condujo al planteo de tres hipótesis, no mutuamente excluyentes: i) la probable
co-infección de algunos pacientes con cepas de distintos linajes, que ya ha sido reportado
[28]; ii) la expresión coordinada de los alelos de TSSA presentes en ambos haplotipos
(TSSAII y TSSAIII) en cepas híbridas [59]; y iii) la existencia de algún grado de reactividad
cruzada entre las distintas isoformas de TSSA. El análisis de correlación entre las
respuestas serológicas frente a las diferentes isoformas sugiere que, al menos en el caso de
TSSAIV, la reactividad cruzada podría ser un factor a considerar, especialmente en lo que
respecta al epitope A (Fig R17). Esta observación va en línea con que los epitopes A de
TSSAII, III y IV presentan una mayor similitud estructural que los epitopes B (88% vs 77%
de cambios positivos/no penalizados según la matriz BLOSUM62). Más importante, esta
observación también es consistente con el hecho de que el reconocimiento de anticuerpos
contra estas secuencias es relativamente más permisivo a variaciones de residuos [68]. De
hecho, los sueros ‘cross-reactivos’ (aquellos que reconocen a más de una isoforma de TSSA),



muestran en líneas generales un reconocimiento poliespecifico contra los epitopes A pero
monoespecífico para los epitopes B (Fig R17).

El análisis de las reactividades individuales de las proteínas TSSAII-A y -B permitió validar
la presencia de (al menos) 2 epitopes B lineales y discretos en TSSAII, los que serían
reconocidos por distintas poblaciones de anticuerpos (Figs R10 y R11). La existencia de
múltiples epitopes dentro de la región central de TSSAII había sido sugerida en base a
metodologías más indirectas y/o menos robustas, como ser la evaluación de unos pocos
sueros individuales en arreglos peptídicos [68] o ensayos de desplazamiento de anticuerpos
[57]. Los análisis realizados en este trabajo no solo validan la existencia de los epitopes A y
B en TSSA sino que, además, revelan diferencias en su perfil serodiagnóstico. En el caso de
TSSAII, por ejemplo, el epitope A resultó ser inmunodominante sobre el epitope B, tanto en
términos de reactividad como de seroprevalencia (Figs R10 y R11). Además, se determinó
que un 50% de los sueros de la población de sueros TSSAII-reactivos analizada presentan
reconocimiento exclusivo del epitope A, un 36,6% muestran reconocimiento mixto (A y B) y
solo un 1,2% reconoce exclusivamente el epitope B (Fig R10). La misma tendencia
(reactividad cuanti- y cualitativamente sesgada hacia el epitope A por sobre el epitope B)
puede observarse para las isoformas TSSAIII y IV (Fig R17). En conjunto, estos resultados
sugieren fuertemente que los epitopes A y B, respectivamente, son más relevantes para la
sensibilidad y la especificidad de los métodos de serotipificación basados en TSSA y, por lo
tanto, que la implementación de moléculas presentando estos epitopes por separado
ayudaría a mejorar la resolución de los mismos.

Uno de los hallazgos más interesantes de nuestro trabajo es el impacto de separar los
epitopes A y B, los que están dispuestos de forma adyacente en TSSAII (Fig R2). A nivel
poblacional, se observaron reactividades comparables contra la molécula TSSAII ‘completa’
y TSSAII-Sp, lo que sugiere que la disposición estructural nativa de los epitopes no ofrece
mayores impedimentos estéricos para su reconocimiento por anticuerpos (Fig R12). Al
realizar un análisis más detallado, sin embargo, fue posible identificar tres subgrupos de
sueros basados en la relación de la reactividad TSSA-Sp/TSSA ‘completa’: un grupo
mayoritario (n=46) en los que esta relación era cercana a 1, un segundo grupo (n=25) en el
que esta relación era > 1, implicando un aumento de la reactividad en presencia del
espaciador y un tercer grupo, muy minoritario (n=11), en el que esta relación era < 1,
implicando una disminución de la reactividad en presencia del espaciador (Figs R13 y R14).
Interesantemente, mientras en el primer grupo predominan los sueros con reconocimiento
exclusivo hacia el epitope A, en el segundo predominan los sueros de epitotipo AB (Fig R14).
Esto sugiere que, para esta población en particular, el espaciador sí podría facilitar el acceso
de anticuerpos a estos epitopes en simultáneo, por lo que esta estrategia podría ser
considerada para el mejoramiento de las propiedades serodiagnósticas de TSSAII. Más aún,
la evaluación serológica de la proteína TSSAII-Sp permitió ‘recuperar’ (diagnosticar



positivamente) algunos sueros que habían sido diagnosticados como ‘negativos’ por medio
de la TSSAII ‘completa’ (Fig R16).

El análisis de los sueros en los que se observaba una disminución de la reactividad en
presencia del espaciador reveló que la mayor parte de ellos (n=8, 70%) eran diagnosticados
como ‘negativos’ tanto por TSSAII-Sp como por TSSAII-A y TSSAII-B (Fig R15). Estos
resultados indican que los epitopes A y B no resultan estar bien definidos para este grupo
en particular. Si bien no lo hemos explorado, la reactividad positiva contra TSSAII
‘completa’ para estos sueros podría estar dirigida contra un epitope ‘solapado’ entre las
secuencias de los epitopes A y B y/o entre alguno de los dos epitopes y residuo/s por fuera
de las posiciones 34-50. La presencia de un neo-epitope reconocido por estos sueros y
formado exclusivamente por residuos por fuera de las posiciones 34-50 también podría
explicar estos resultados, aunque no favorecemos esta hipótesis debido a que estas
regiones son muy conservadas entre isoformas (Fig R2).

La proporción de sueros para los que los epitopes A y B no resultan estar bien definidos es
mayor para TSSAIII (25% de los casos) y, sobre todo, para TSSAIV (55% de los casos) (Fig R17).
Nuestra hipótesis es que esto podría deberse a que las secuencias de los epitopes de estas
isoformas no fueron determinadas experimentalmente sino inferidas a partir de las de
TSSAII. En este sentido, el mapeo antigénico detallado de las otras isoformas de TSSA
(TSSAIII, TSSAIV, y especialmente TSSAI) usando poblaciones de sueros con distinto sesgo
epidemiológico es fundamental.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a la caracterización antigénica de
TSSA y, sobre todo, aportan información valiosa y posibles herramientas para la mejora de
los protocolos de serodiagnóstico y serotipificación basadas en esta molécula.



Conclusiones

● Se diseñó, expresó, purificó y evaluó serológicamente un set de proteínas TSSA

recombinantes conteniendo diferentes configuraciones epitópicas.

● La población de sueros analizada resultó más reactiva contra TSSAII, lo que era

esperable de acuerdo a su sesgo epidemiológico.

● La población de sueros analizada mostró reactividad exclusiva para TSSAII o

reactividad ‘cruzada’ para TSSAII y TSSAIII y/o TSSAIV.

● Los epitopes A y B de TSSAII pudieron ser validados y resultaron bien definidos para

la mayoría de los sueros evaluados. Esto no se extiende a las otras isoformas

evaluadas, sobre todo a TSSAIV.

● El epitope A de TSSAII es más prevalente y genera mayores reactividades que el

epitope IIB. Esta jerarquía inmunológica se extiende a los epitopes de las isoformas

TSSAIII y TSSAIV.

● Los epitopes A de TSSA muestran mayor promiscuidad de reconocimiento

serológico en comparación con los epitopes B, que son más específicos.

● El agregado del espaciador en TSSAII mejora la performance diagnóstica de esta

molécula (aumenta la reactividad de los sueros TSSAII-reactivos de epitotipo AB y

permite el rescate de sueros ‘falsos negativos’).



Anexos

Tabla Suplementaria 1: Diagnóstico de la enfermedad de Chagas. Adaptado de [83].



Figura Suplementaria 1: Mapa del plásmidopGEX-TSSAII-Sp. Se indican los sitios de corte de las enzimas
de restricción de interés en este trabajo (EcoRI - naranja, BamHI - verde, XhoI - rosado, KpnI - celeste), las
secuencias codificadas en este plásmido (GST, LacI, AmpR, epitopes TSSAII-A y TSSAII-B, espaciador), los
promotores y el origen de replicación.



Figura Suplementaria 2: Estructura de los constructos contenidos en los vectores pGEX-TSSAIII-Sp y
-TSSAIV-Sp. A y B. Secuencia de ADN (arriba) y proteína (debajo) de los distintos ‘módulos’: epitopes A (III-A
verde oscuro y IV-A violeta oscuro), espaciador (spacer, en amarillo), epitopes B (III-B verde claro, IV-B violeta
claro) y secuencias conectoras (gris) en pGEX-TSSAIII-Sp (A) y -TSSAIV-Sp (B). Se indican los sitios de
restricción relevantes y los sitios de pegado de los oligonucleótidos pGEXfw (rojo) y pGEXrev (azul). Los
nucleótidos enminúsculas no corresponden a TSSA ni a sitios de restricción.



TSSAII-A:

TSSAII-B

TSSAIII-A:

TSSAIII-B:

TSSAIV-A:



TSSAIV-B:

Figura Suplementaria 3: Secuenciación de los clones obtenidos por colony-PCR. Alineamiento de la
secuencia teórica del plásmido pGEX-TSSA-Sp para la isoforma correspondiente (arriba) con las secuencias
obtenidas con el oligonucleótido forward (pGEXfw, rojo) y reverse (pGEXrv, azul). Las posiciones en rojo
indican los "mismatches" observados entre las secuencias teóricas y experimentales.
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