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Resumen

Trypanosoma cruzi, el agente etiol6gico de la enfermedad de Chagas, presenta una estructura
poblacional compleja, con multiples cepas genéticamente diversas agrupadas en 6
unidades discretas de tipificacién (DTU), denominadas TcI a TcVI. Estas DTU presentan
variaciones en sus caracteristicas eco-epidemiolégicas y, probablemente, también clinicas,
por lo que la tipificacién de la cepa infectante emerge como una necesidad en el area. El
antigeno TSSA (trypomastigote small surface antigen) es el candidato mas prometedor para la
serotipificacion de T. cruzi ya que presenta ‘variantes’ en las distintas DTU que generan
firmas de anticuerpos diferenciales durante la infeccién. Estudios recientes en el
laboratorio permitieron identificar y mapear dos aparentes epitopes B lineales (A y B) de
localizacién casi solapada dentro de la regién polimoérfica, y antigénica, de TSSA. Para
explorar las propiedades serodiagndsticas de estos epitopes putativos en este trabajo se
desarrollaron proteinas recombinantes conteniendo distintas configuraciones: i) solo el
epitope A; ii) solo el epitope B; iii) los epitopes Ay B, en su disposicion 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 TclV, respectivamente), se expresaron en bacterias como proteinas recombinantes de
fusién y se ensayaron por ELISA frente a un panel de sueros de pacientes infectados con T.
cruzi. Los resultados en TSSAII validan los epitopes Ay B, mostrando que son secuencias
discretas, reconocidas por distintas poblaciones de anticuerpos y que, en conjunto y en
lineas generales, logran recapitular la respuesta seroldgica de 1a TSSAII original. Ademas, se
muestra que el epitope A es significativamente mas 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. M4s interesante, los
epitopes A de las variantes de TSSA muestran mayor promiscuidad de reconocimiento
serologico en comparacién con los epitopes B, que son mas especificos. Por ultimo, se
muestra que el agregado del espaciador mejora la performance diagnéstica de TSSAII ya
que i) permite el rescate diagndstico 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 Giltimo punto sugiere que la disposicién adyacente de los epitopes A
y B en TSSA dificulta su reconocimiento simultaneo por los distintos anticuerpos. En
conjunto, los resultados obtenidos aqui contribuyen a la caracterizacién antigénica de
TSSA y aportan informacion valiosa y posibles herramientas para el refinamiento de los
protocolos de serodiagnostico y serotipificacién de T. cruzi basados en esta molécula.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, serotipificacién, TSSA
(trypomastigote small surface antigen), DTU (unidades discretas de tipificacion).



Parte de los resultados de este trabajo fueron presentados en

“Refinamiento de herramientas de serotipificacién de Trypanosoma cruzi basadas en
TSSA (trypomastigote small surface antigen)”. Victoria Arcondo, Guadalupe Romer,
Virginia Balouz, Carlos A. Buscaglia. Pdster en el XXVII Congreso de la Federacion
Latinoamericana de Parasitologia, Buenos Aires, Argentina (2024).




indice

Agradecimientos 2
Resumen 4
Abreviaturas y definiciones 7
Introduccién 8
Trypanosoma cruzi'y enfermedad de Chagas 8
Diagnostico de la enfermedad de Chagas 11
Diversidad genética de T. cruzi 12
Tipificacion de T. cruzi 14
TSSA: Caracteristicas y potencial para serotipificacion 15
Objetivos 19
Materiales y Métodos 20
Disefio de los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-SP ¥ -TSSAIV-SP....cucvrreerrrneerrronee 20
Identificacién de los clones positivos y purificacion de 1os plasmidos........reenee. 21
Expresion de proteinas recombinantes 22
Purificacién y caracterizacién de proteinas recombinantes 23
Muestras biol6gicas 24
Antigenos 25

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 25
Procesamiento, analisis y presentacién de datos 26
Analisis estadistico 27
Resultados 28
Disefio de los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-SP....vveeerrrneesrrnnns 28
Generacién de plasmidos pGEX-TSSAII-Ay B, -TSSAIII-Ay By -TSSAIV-Ay B.......... 30
Expresion de las variantes de TSSA en E. coli 32
Purificacion de las variantes de TSSA 34
Caracterizacién de la respuesta serolégica contra TSSA 36
Analisis de la respuesta serolégica contra TSSAII 37
Epitopes Ay B 37

Sueros cross-reactivos y exclusivos 38
Espaciador molecular 40

Anaélisis de la respuesta serolégica contra TSSAIII y TSSAIV. 45
Discusion 49
Conclusiones 52
Anexos 53
Bibliografia 58




Abreviaturas y definiciones

2
0‘0

R
0’0

2
0.0

R
0’0

2
**

R
0’0

2
**

R
0’0

2
**

K2
0’0

R
0.0

2
0’0

R
0’0

7
**

R
0’0

2
**

Aa: Aminoacidos

AcNa: Acetato de sodio

ADN: Acido desoxirribonucleico

Amp: Ampicilina

APS: sulfato de amonio

ARN: Acido ribonucleico
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EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético
ELISA (Enzyme Linked Inmuno-Sorbent
Assay): Ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas

Epitope: determinante antigénico
Epitope B lineal: secuencia continua de
un antigeno reconocida por un
anticuerpo

Epitotipo: tipo de reconocimiento
epitopico definido para un suero dado
EtOH: Etanol

GSH: Glutation reducido

GST: Glutation S-transferasa

HRP (horseradish peroxidase): peroxidasa
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IgG: Inmunoglobulina (isotipo G)

IPTG: Isopropil
-D-1-tiogalactopirandsido

LAMP (loop mediated isothermal
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PCR (polymerase chain reaction): Reaccién
en cadena de la polimerasa
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polimorfico

RFLP: Fragmentos de restriccién de
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SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel
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Sp (spacer): Espaciador molecular

Suero cross-reactivo: Suero que reconoce
amas de una isoforma de TSSA

Suero TSSAII-exclusivo: Suero que solo
reconoce a TSSAII
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TSSA (trypomastigote small surface
antigen): antigeno pequefio de superficie
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de polioxietilensorbitano

U.A.: Unidades Arbitrarias



Introduccion

Trypanosoma cruzi y enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario unicelular flagelado, causante de la
enfermedad de Chagas, una de las enfermedades tropicales desatendidas mas relevantes [1].
Esta enfermedad afecta a unos 6-7 millones de personas, principalmente en América
Latina, constituyendo un grave problema sanitario y socioeconémico en la regién [2]. En los
altimos afos, y como consecuencia de la migracién de personas infectadas hacia paises no
endémicos como Estados Unidos, Canada, Japén y varios miembros de la Unién Europea,
esta enfermedad también se ha convertido en un problema emergente de la Salud Puablica
Global [3].

T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo que involucra tanto a un vector (un insecto
triatomino hemato6fago 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 parasito se diferencia a distintos estadios
morfologicos mayoritarios, que muestran notables adaptaciones estructurales y
metabodlicas a los nichos especificos donde se desarrollan. Dentro del hospedador
vertebrado, por ejemplo, T. cruzi alterna entre dos estadios morfolégicos principales: los
amastigotes intracelulares (formas replicativas, aflageladas y sésiles, eventualmente
infectivas), y los tripomastigotes sanguineos (formas no replicativas, infectivas) [5].

La infeccion 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 metaciclicos (forma infectiva no replicativa del parasito), los cuales se
liberan junto con la excreta del insecto cuando éste se alimenta. Los tripomastigotes
metaciclicos 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
metaciclicos se diferencian en amastigotes, que se replican en el citoplasma por fisién
binaria. Después de varias rondas de replicacién, los amastigotes vuelven a diferenciarse en
tripomastigotes (llamados tripomastigotes sanguineos, diferentes a los metaciclicos), que
escapan de las células, infectando células vecinas o diseminandose a través del torrente
sanguineo hacia distintos tejidos. Finalmente, el ciclo se “completa’ cuando un triatomino
ingiere el parasito al alimentarse de la sangre de un vertebrado infectado (Fig I1) [7,8].
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Figura I1. Ciclo devida de Trypanosoma cruzi. Extraido de: [9]

En las regiones donde la enfermedad es endémica, la principal forma de transmisién es la
via vectorial (Fig I12). Sin embargo, la infeccién con T. cruzi también puede ocurrir por otras
vias, como la transmisiéon congénita durante el embarazo o el parto (también llamada
transmisién vertical), las transfusiones con sangre infectada o los trasplantes de 6rganos
contaminados con el parasito, o la exposiciéon accidental en entornos de laboratorio.
Ademas, en los tltimos afios han aumentado las infecciones causadas por el consumo de
alimentos y/o bebidas contaminadas con el parasito (transmisién oral, Fig 12) [10,11].

En humanos, la infeccién aguda ocurre luego de un periodo de incubacién de 5-40 dias
después de la exposicién al parasito y tiene una duracién de alrededor de dos meses. Esta
fase se caracteriza por una alta parasitemia (carga de parasitos en sangre) y sintomatologia
generalmente leve o nula e inespecifica: fiebre, dolor de cabeza, dolores musculares y
abdominales, y en algunos casos, inflamacién en el sitio de infeccién. Esta sintomatologia
poco clara dificulta el diagnoéstico clinico, dado que puede ser adjudicada a otras afecciones
[10,11]. La fase aguda es mas peligrosa en infantes y neonatos, resultando mortal en
alrededor del 10% de los casos que desarrollan complicaciones severas como
encefalomielitis o insuficiencia cardiaca [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].

Transmision oral

%o —

Transmision vectorial

&
| =

& | | p I
Transmisidn vertical / :

Figura 12: Vias de transmision mds frecuentes de T. cruzi. Adaptado de [14].

En ausencia de tratamiento con drogas tripanocidas, los pacientes evolucionan hacia una
fase créonica de la enfermedad, y aproximadamente un 30-40% de ellos terminan
desarrollando, tras aflos o décadas de la infeccion inicial, patologias distintivas que causan
graves alteraciones en los tejidos afectados [8,15,16]. La fase crénica de la enfermedad de
Chagas esta caracterizada por baja o nula parasitemia, lo que dificulta la detecciéon directa
del parésito en sangre periférica. El parasito se localiza preferentemente en el muisculo
cardiaco y el tracto digestivo, donde puede causar dafios severos debido a la respuesta
inflamatoria y la fibrosis resultante. La cardiomiopatia es la manifestacion mas grave de la
enfermedad crénica y es una de las principales causas de insuficiencia cardiaca en las
regiones endémicas. Los pacientes pueden presentar arritmias, agrandamiento del corazon,
insuficiencia cardiaca congestiva, y en casos mas avanzados, la muerte stubita [12,17]. En
cuanto a las afecciones gastrointestinales, hay una tendencia hacia el desarrollo de
megacolon o megaesofago, lo que causa severas alteraciones en la motilidad intestinal y
esofagica 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 biologia y los mecanismos de patogénesis
del parasito, los tratamientos actuales para la enfermedad de Chagas presentan una
performance subdptima, especialmente en la fase crénica y son muy dificiles de evaluar en
cuanto a su eficacia terapéutica. Ademas, pueden presentar efectos adversos severos y estan
contraindicados en mujeres embarazadas y personas con insuficiencia renal o hepéatica [12].
Por otro lado, no existe una vacuna disponible para prevenir la infeccién con T. cruzi en



humanos y/o para ayudar a la progresién clinica de los pacientes. En este contexto, la
investigacién sobre nuevas terapias, métodos de diagnoéstico y estrategias de control de la
transmisién sigue siendo una prioridad en el combate contra esta enfermedad [3,12,17,18].

Diagnostico de la enfermedad de Chagas

Durante la fase aguda, los métodos diagnosticos se centran en la deteccidén directa del
parasito en sangre. La observacioén de tripomastigotes mediante microscopia sigue siendo
el método mas 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
concentracién de sangre para facilitar la visualizacién del parasito (Tabla S1). También
existen los métodos parasitolégicos de amplificacién in vitro (hemocultivo), que consisten
en cultivar muestras de sangre en medios especificos para favorecer el crecimiento del
parasito, y los métodos de amplificacion in vivo (xenodiagnoéstico), que requieren de la
exposicién de insectos vectores no infectados a la sangre del paciente para evaluar la
presencia del parasito en sus intestinos. Estos métodos, aunque efectivos en la fase aguda,
dependen de personal calificado y equipo adecuado para su correcta implementacién y no
son aplicables en ciertas situaciones epidemiolédgicas [12]. Por otro lado, las técnicas
moleculares como la reaccién 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
numero de copias en contraste a otros blancos de DNA nuclear [19]. Estos métodos
muestran una elevada especificidad, y son particularmente ttiles en escenarios con alta
carga parasitaria en sangre, como es el caso de infecciones agudas, reactivacion de la
enfermedad por inmunosupresién o fallas terapéuticas (Tabla S1). Sin embargo, su
aplicacién rutinaria en el diagnoéstico clinico 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 diagnoéstico molecular puede verse atin mas
comprometida por dificultades técnicas relacionadas con el transporte, almacenamiento y
procesamiento de las muestras clinicas [20].

En la fase crénica, donde la parasitemia es baja o nula, los métodos parasitologicos y
moleculares tienen una sensibilidad significativamente reducida. En consecuencia, el
diagnoéstico durante esta fase se basa principalmente en métodos serolégicos que detectan
la presencia de anticuerpos contra antigenos de T. cruzi. Los métodos serolégicos mas
utilizados incluyen la hemaglutinacién indirecta (IHA), la inmunofluorescencia indirecta
(IFI) vy, sobre todo, el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Tabla S1). La
técnica de THA emplea glébulos rojos sensibilizados con antigenos de T. cruzi, los cuales se
aglutinan en presencia de anticuerpos especificos contra el parasito. Por otro lado, en la
técnica de IFI, los anticuerpos anti-T. cruzi presentes en la muestra se unen a preparaciones
de parésitos, usualmente tripomastigotes cultivados in vitro. Posteriormente, se utiliza un



anticuerpo secundario marcado con un fluoréforo que permite su visualizacién. En el caso
del ELISA, se utiliza un ‘lisado’ (extracto crudo) de parésitos como antigeno para
sensibilizar los pocillos. Los anticuerpos presentes en el suero se unen a estos antigenosy,
posteriormente, se emplean anticuerpos secundarios marcados para cuantificar la reaccion.
El desarrollo de las técnicas de clonado, biologia molecular y sintesis quimica permiti6 la
creacion de métodos diagnosticos de segunda generacién, basados en antigenos definidos,
tales como proteinas recombinantes o péptidos sintéticos, en lugar de extractos completos
de parasitos. 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 patégenos relacionados o patologias autoinmunes
[14]. Los ensayos de ELISA, tanto de primera como de segunda generacién, son altamente
utilizados en entornos diagnésticos debido a su simplicidad, bajo costo, buena
performance, automatizacion y alta procesividad (permiten procesar multiples muestras en
simultaneo) [21]. Como contrapartida, debe mencionarse que los métodos de diagnostico
serolégico presentan algunas limitaciones respecto a su reproducibilidad en distintas
zonas endémicas (atribuibles a variaciones en la constitucién antigénica de los parasitos
circulantes, ver debajo) y a su aplicabilidad en ciertas situaciones epidemiolégicas,
particularmente la deteccion de infecciones congénitas [12].

Avances recientes en el area del diagnostico han permitido el desarrollo de nuevas
herramientas basadas en tecnologias innovadoras tales como la amplificacién isotérmica
mediada por bucle (LAMP), que ofrece la posibilidad de un diagnostico rapido y eficaz en
areas de bajos recursos, reduciendo los costos y la necesidad de equipos sofisticados [22,23].
Sin embargo, atn no se ha desarrollado un ensayo diagnostico que sea totalmente
conveniente en términos de sensibilidad, especificidad y simplicidad/practicidad técnica,
de modo tal que la Organizacién Mundial de la Salud recomienda el uso de al menos dos
pruebas en paralelo para el diagnoéstico de la enfermedad, como ELISA y HAI o IFI [24]. En
definitiva, las limitaciones intrinsecas 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 diagnoésticas para la enfermedad de Chagas.

Diversidad genética de T. cruzi

Debido a su replicaciéon predominantemente clonal [1], T. cruzi presenta una poblaciéon muy
estructurada, conformada por multiples cepas o aislamientos genéticamente diferentes. A
lo largo de los afos, distintas aproximaciones basadas en técnicas bioquimicas y
moleculares han permitido la clasificacién de estas cepas en seis linajes evolutivos o
unidades discretas de tipificacién (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 parasito tiene caracteristicas especificas relacionadas con su
distribucién ecolégica (espectro de vertebrados hospedadores y/o insectos vectores) y



geografica (Fig I3A). Tcl es la mas prevalente en infecciones humanas en América del Norte,
Central y el norte de Sudamérica (Fig I3B), tanto en ciclos domésticos como selvaticos,
mientras que TclII, 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 esta
mayormente asociada con ciclos domésticos [27,28]. Las DTUs TclIII y TcIV estan mas
comtnmente vinculadas con ciclos selvaticos en la regiéon amazoénica [29] (Fig I3D y E),
mientras que las TcV y TcVI, que son producto de la hibridacién reciente entre Tcll y Tclll,
estan distribuidas principalmente en ciclos domésticos de Bolivia, Paraguay, el norte de
Argentina y el sur de Brasil [29-32] (Fig I3Fy G).
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Figura I3: Distribucion de T. cruzi en América. A. Mapa consenso que compila la distribucién de las
distintas DTUs de T. cruzi en base a hallazgos epidemioldgicos y clinicos. B-G. Distribucion de TcI (B), Tcll
(C), TcIII (D), TclV, (E), TcV (F) y TcVI(G). Extraido de [32].

La identificacibn y caracterizacién de las DTUs de T cruzi no so6lo tiene valor
epidemioldgico, para relevar los genotipos circulando en zonas endémicas, sino también en
términos de investigacién clinica y terapéutica, ya que la sensibilidad de las cepas a las
drogas tripanocidas es variable [33]. Asimismo, otros parametros biol6gicos/clinicos
relevantes como la capacidad de colonizar al insecto vector, la invasién y multiplicaciéon
intracelular in vitro, al igual que la parasitemia, el tropismo tisular y la virulencia en
modelos animales de infeccién, han mostrado variaciones dependiendo del linaje evolutivo
del parésito [34-36]. Mas atn, se ha sugerido que las variaciones genotipicas de T. cruzi
también podrian impactar en la evolucién clinica de los pacientes. Por ejemplo, se ha
observado que Tcll, TcVy TcVI estan mas frecuentemente asociados con cardiomiopatiasy
mega sindromes digestivos durante la fase crénica de la enfermedad [36]. Sin embargo, debe



mencionarse que estos estudios de correlaciéon entre el genotipo del parasito y la
presentacién clinica suelen tener deficiencias metodoldgicas y pueden estar sesgados por
otros factores no considerados como la coinfeccién con otros patdégenos y/o las diferencias
inmunogenéticas entre poblaciones [37].

Tipificacion de T. cruzi

La genotipificacion de T. cruzi se basa en el empleo de diversas técnicas moleculares que
exploran la complejidad del genoma del parasito: Electroforesis enzimatica multilocus
(mLEE), Fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (RFLP), PCR y mas
recientemente, la secuenciacién basada en multiples loci [38]. Estos métodos permiten una
diferenciacién precisa entre los distintos linajes y son fundamentales para la investigacion
epidemioldgica y clinica, ya que aportan informacién detallada sobre la distribuciéon y
prevalencia de los linajes en diferentes regiones, su dindmica de transmision y sus posibles
asociaciones con diversas manifestaciones clinicas de la enfermedad. Asimismo, el uso de
técnicas como la amplificacién aleatoria de ADN polimérfico por PCR (RAPD) y la
secuenciaciéon de ADN mitocondrial (KDNA) y nuclear han permitido estudiar la
variabilidad genética en profundidad, revelando la coexistencia de multiples cepas en un
mismo huésped y la prevalencia de los DTUs en distintos ambientes y ciclos de
transmisioén [38,39].

Los métodos de genotipificacién han incrementado la resolucién en la identificacién de
cepas, aunque todavia presentan desafios importantes en términos de sensibilidad y
especificidad al ser implementados in vivo, sobre todo en la fase crénica de la infeccién,
donde la parasitemia es muy baja [38—40]. Ademas, el proceso de genotipificacién suele ser
costoso, laborioso y requiere una infraestructura técnica que a menudo no esta disponible
en areas endémicas [14]. La frecuente presencia de coinfecciones con distintas cepas [28] y
la diferencia en los genotipos presentes en el torrente sanguineo frente a aquellos presentes
en distintos tejidos, afiladen complejidad a la tipificacién molecular de T. cruzi in vivo [41,42].

Las limitaciones de los métodos de genotipificacién de T. cruzi han llevado a considerar
métodos alternativos, como la serotipificacién, que podrian complementar o incluso
reemplazar la genotipificaciéon en ciertos contextos epidemioldgicos y clinicos [14]. La
serotipificacién ofrece un enfoque menos invasivo y de facil implementacién atin en
contextos donde la genotipificaciéon no es viable [12,43]. Este método se basa en el uso de
antigenos especificos del parasito, 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 parasito presente en el paciente
[14]. En términos mas amplios, los métodos de tipificacién seroldgica se han desarrollado
exitosamente y tienen una gran aplicacion en el contexto del diagnostico de enfermedades
infecciosas [43—49].



Entre los métodos de serotipificacién propuestos para T. cruzi, debe mencionarse el
Chagas-Flow ATE, basado en la evaluacién 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 parasitos enteros
como antigenos, lo que favorece la deteccién de reactividades inespecificas y dificulta la
reproducibilidad del ensayo.

TSSA: Caracteristicas y potencial para serotipificacion

Desde su identificacién en 2002 [52], TSSA ha sido ampliamente estudiado debido a su
relevancia en la induccién de respuestas inmunes en pacientes infectados con T. cruzi. TSSA
es una proteina de adhesion de tripomastigotes de T. cruzi, con caracteristicas similares a
las de las mucinas [53], involucrada en la interaccién inicial del parasito con la célula
blanco [54,55]. Estudios de mapeo epitopico han permitido identificar una regién antigénica
de aproximadamente 40 residuos que abarca la mayor parte de la region central (y madura o
‘core’) de la proteina (Fig I4) [52,56,57]. Mas interesante, los alelos poblacionales de TSSA
presentan varios polimorfismos diagnoésticos que permiten su clasificacién en cuatro
"isoformas”, cada una correspondiente a una unidad de tipificacién discreta (DTU)
ancestral (TcI a TcIV) [52-58]. La mayoria de estos polimorfismos se acumulan en la regién
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 hibridos,
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 serotipificacién 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 mas inmunorreactivas en
TSSAII [52]. Este anélisis revel6 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 evalud la seroprevalencia de
proteinas recombinantes conteniendo los residuos 10 a 71 de TSSAI y TSSAII
(GST-TSSAI/II'®”, Fig. 14) en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crénica y
animales infectados con T. cruzi, y se determind una seroprevalencia del 80-95% para TSSAII
y menos del 5% para TSSAI en regiones endémicas del sur de Sudameérica [52].
Posteriormente, De Marchi et al. repitieron este estudio pero utilizando proteinas de fusién
conteniendo secuencias de TSSA mas cortas (GST-TSSAI/II**®% Fig.I4). Se determinaron
seroprevalencias similares a las observadas para las construcciones GST-TSSAI/II'*7, de
modo tal que se pudo acotar la regién antigénica de TSSA a los residuos 24-62. En este
estudio, ademas, se evalud la especificidad de GST-TSSAI/II*** frente a un extenso panel de



sueros provenientes de individuos infectados con diversos patégenos 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 peptidicos de alta densidad para el mapeo exhaustivo de epitopes B
lineales a lo largo de toda la secuencia de TSSAII [56]. En base al analisis de los resultados
de este trabajo y de otros ensayos relacionados [57], se confirmaron dos secuencias clave
(p*>*: 30-TSSTPPSGTENKPAT-44 y p**°: 36-SGTENKPATGEAPSQ-50, Fig. 14) como las de
mayor reactividad frente a sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crénica
provenientes de la regiéon sur de Sudamérica, sugiriendo la existencia de al menos 2
epitopes B lineales discretos [57] (Fig 14). El desarrollo de un péptido sintético combinando
estas dos secuencias antigénicas, p***° (Fig. 14), logré recapitular las propiedades
diagnosticas de la proteina recombinante GST-TSSAII**®* indicando que la secuencia
comprendida entre los residuos 30 y 50 contenia todos los epitopes B lineales relevantes

[57]. La elevada seroprevalencia de p***°

en sueros de Argentina, Brasil, Bolivia y Chile
coinciden con la marcada predominancia de las DTUs TclI/V/VI en los ciclos domésticos

de esta regiéon [62—66].
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Figura I14: TSSA y diagnéstico seroldgico de la infeccion 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 hibridas. Se
indican las tres regiones estructurales de TSSA (péptido sefial, con su sitio de clivaje, core o proteina madura
y sefial de anclaje a GPI, con su residuo aceptor del motivo lipidico) de acuerdo a [53]. B. Reactivos
serodiagnésticos basados en TSSA. Se detallan las secuencias utilizadas para el desarrollo de herramientas
diagnésticas y/o de serotipificacion y sus respectivas fuentes. Adaptado de [67].

En el marco de la Tesis Doctoral de Guadalupe Romer, se realiz6 un anéalisis exhaustivo del
perfil serolégico de las isoformas de TSSA utilizando distintas estrategias basadas en



microarreglos peptidicos [68]. Se evaluaron sueros obtenidos de pacientes con enfermedad
de Chagas de distintas areas geograficas (donde estudios epidemiolégicos indicaban que
habia circulacién de diferentes genotipos del parasito), y se determind que para sueros de
pacientes de la regién sur de Sudamérica, TSSA resultaba un antigeno muy prevalente y que
la reactividad principal era contra TSSAII (Fig I5) [68]. Ademadas, se observd un
reconocimiento minimo de TSSAI en estos sueros, concordante con la bibliografia previa
[69] (Fig I5A). Mas importante, estos resultados evidenciaron una tendencia al
reconocimiento cruzado de isoformas por un mismo suero (Fig, I5B), lo que resalt6 la
necesidad de refinar las herramientas de serotipificacién basadas en TSSA [68].
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Figura I5; Andlisis seroepidemioldgico 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 cronicos con
enfermedad de Chagas de distintos origenes geogrdficos. La reactividad de las proteinas completas
(reconstituida a partir de las reactividades de los péptidos individuales) se indica de acuerdo a una escala de
colores. B. i. Grdfico de torta mostrando la seroprevalencia total de TSSA en sueros de Argentina, Bolivia y
Brasil. ii. Grdfico de barras mostrando la reactividad primaria (isoforma de TSSA mds reactiva) de la
poblacion de sueros estudiada. iii. Grdfico de barras representando el niumero de isoformas de TSSA
reconocidas por los sueros reactivos. El eje Y refiere al niimero de muestras. Adaptado de [68].

En una segunda parte del trabajo, y mediante la evaluacién de péptidos conteniendo las
variaciones naturales entre isoformas (Fig I6A), permutaciones sistematicas de todas las
posiciones por residuos alanina (Fig 16B) y diferentes longitudes (Fig I16C), se identificaron
residuos clave involucrados en el reconocimiento de anticuerpos y se estimd la
contribucién de cada uno de ellos en la reactividad de TSSAII. Mas importante, la
integracion de estos resultados permitidé proponer de manera mas robusta la existencia de
dos potenciales epitopes (llamados A y B) en TSSAII, de localizaciéon adyacente (Fig 16D)
[68]. Aunque minoritario, también se propuso un tercer epitope, restringido a unos pocos



sueros de Brasil (Fig 16C) [68]. Todos estos hallazgos, sobre todo los referidos a los epitopes
Ay B, tienen implicancias practicas para el refinamiento de estrategias de serotipificacién

de T. cruzi.
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Figura I6: Mapeo de epitopes B lineales en TSSAIL A. Impacto de variaciones naturales en el
reconocimiento de anticuerpos. La reactividad media de cada residuo en la secuencia ‘wild type’ de
TSSAIP** (fila superior) o de secuencias con sustituciones individuales se indica con una escala de colores.
B. Andlisis de la reactividad de TSSAIFP™™ con sustituciones simples por alanina. La sefial es la diferencia
entre la secuencia wt y la mutada, indicada con una escala de colores. Para este andlisis 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 segiin su largo se indican a la
izquierda), superpuestos por k-1 residuos y que abarcan la secuencia de TSSAII**®* 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 epitopo C (en rojo) fue destacado
tnicamente 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) contribucion a la
interaccion con los anticuerpos. Adaptado de [68].



Objetivos

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue el desarrollo de nuevos reactivos
diagnésticos que ayuden a optimizar el esquema de serotipificacién 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
serodiagndsticas a través de los siguientes objetivos especificos (OE) :

OEl- Desarrollo de nuevos reactivos diagndésticos basados en TSSA, con distinta
configuracién epitépica.

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



Materiales y Métodos

Diseno de los pldsmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp

Los plasmidos conteniendo las secuencias de las isoformas de TSSA fueron disefiados in
silico, utilizando la herramienta online Benchling [70] de acuerdo a los criterios detallados
en ‘Resultados’ y mandados a sintetizar a 1a empresa GenScript [71]. La empresa llevd a cabo
la sintesis de un fragmento de ADN de 143 pb conteniendo la secuencia de los epitopes Ay B
de TSSAII (Fig I6), con un residuo extra hacia cada extremo. Ademas, los epitopes fueron
intercalados por un espaciador molecular (Sp). Para una mayor versatilidad, dentro de este
espaciador se agregd un sitio de restriccién tinico para la enzima Kpnl, con el propoésito 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 fusion
traduccional a la proteina GST codificada en el vector pGEX-4T-1, empleando los sitios de
restriccién BamHI/Xhol para generar el plasmido pGEX-TSSAII-Sp (Fig S1). Sobre este
plasmido, la misma empresa realizé 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. Mas detalles de la estructura y secuencia de estos tres plasmidos se
indican en la Tabla 1. Cabe aclarar que no se realiz6 la optimizacién de codones para estas
secuencias. Ademas de estos pladsmidos, y de los generados en el laboratorio a partir de ellos
(ver debajo), en este trabajo se utilizaron 3 plasmidos 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 y pGEX-TSSAIV-Sp

Plasmido Construccion Secuenciay estructura

ACGCCACCTTCTGGTACGGAAAATAAACCAGAATTCGGCGGCG
TSSAII-Sp GCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGC GGGCGGC AAACCA
GCTACAGGGGAAGCTCCATCTCAACCATGAATTCTGAACTCGAG

ACGCCACCTTCTGGTACGGAGAAGAAAGCAGAATTCGGCGGC
PGEX-4T-1 TSSAIII-Sp GGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGC GGCGGCGGC AAA
GCAGCTGCAGGGGAAGCTCCATCTCCATCTTGAATTCTGAACTCGAG

ACGCCACCTTCTGGTACGGACAAGAAAACAGAATTCGGCGGC
TSSAIV-Sp GGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCAGC GGCGGCGGC AAA
ACAGCTGCAGGGGAAGCTCCATCTCCATCTTGAATTCTGAACTCGAG

Se indican los sitios de restriccion BamHI (naranja), EcoRI (rojo) KpnlI (amarillo) y Xhol (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-Ay en violeta claro IV-B. La secuencia del espaciador molecular se encuentra subrayada.

Generacion de los plasmidos pGEX-TSSAIIA y B, -TSSAII-Ay By -TSSAIV-Ay B



Para generar las construcciones conteniendo los epitopes individuales de cada isoforma,
los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp fueron tratados con dos enzimas
de restriccion de forma independiente: EcoRI, para obtener los plasmidos con los
constructos conteniendo al epitope A (pGEX-TSSAII-A, -TSSAIII-A y -TSSAIV-A) y BamHI,
para obtener plasmidos con los constructos conteniendo al epitope B (pGEX-TSSAII-B,
-TSSAIII-B y -TSSAIV-B). El protocolo de digestiéon constd en el agregado de 20 pg del
plasmido, 5 pL de buffer de reaccién 10%, 1 puL de enzima BamHI o EcoRI (20.000 U/mL)y I,
e incubacién a 37°C en termobloque por 2 hs. Los plasmidos digeridos fueron precipitados
mediante el agregado de 5.5 pL de AcNa 3M y 3 volimenes de EtOH absoluto e incubacién
durante 3 hs a -20°C. Posteriormente, se centrifugd a 12.000 rpm durante 30 min a 4°C.
Después de descartar el sobrenadante, se lavd el pellet con 750 pL de EtOH al 70% (v/v) y se
centrifugd a 12.000 rpm durante 2 min a 4°C. Se descartd nuevamente el sobrenadante, se
seco el pellet en una estufa durante 10-15 min y se resuspendi6 el pellet en 20 uL de H,O
[72]. La digestion de los plasmidos se evalu6 por corrida electroforética en geles de agarosa
1% (m/v) pre-teiidos con BrEt y visualizacién bajo luz UV. Para la re-ligaciéon de los
plasmidos digeridos, se agreg6 1 pL de buffer de ligacién, 1 pL de T4 ADN ligasa, 30 ng de
ADN y H,0 c.s.p 10 uL,y se incubd durante toda la noche (ON) a 16°C [73]. Con los productos
de ligacién se transformaron bacterias Escherichia coli competentes de la cepa DH5a [74].
Brevemente, se agregaron 5 pL del producto de ligaciéon a 100 pL de bacterias competentesy
se incub6 en hielo durante 10 min. Se realizé un choque térmico exponiendo el cultivo a
42°C durante 90 segundos y luego enfriando en hielo por 2 min. Se afladieron 900 uL de
medio LB sin antibiéticos y se dej6 recuperar a 37°C durante 1 h. Por ltimo, se centrifugd a
4000 rpm durante 5 min, se extrajo la mayor parte del LB, se resuspendi6 el pellet
bacteriano en el volumen residual y se plaqued en medio LB-agar con ampicilina (Amp, 1
ug/mkL final).

Identificacion de los clones positivos y purificacion de los pldsmidas

Se realiz6 ‘colony PCR’ sobre colonias de las distintas placas, utilizando los oligonucleotidos
PGEXfw (GGCAAGCCACGTTTGGTG) y pGEXrev (CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG) que
hibridan a ambos lados de la regién del MCS (multiple cloning site) del vector pGEX-4T-1,
comun a todas las construcciones (Tabla 1). La mezcla de reaccién utilizada fue: 1 uL de una
dilucién 1/10 de los oligonucle6tidos pGEXfw y pGEXrev (1 pM cada uno), 5 uL del buffer de
reaccién 10x, 2 uL de MgCl, 50 mM, 1 uL de cada dNTP, 1 uL de Taq Polimerasa, y H,O c.s.p
50 pL. Se pico una colonia, se descargd en una placa de LB-agar con Amp 1 pg/mL vy, luego,
en el tubo conteniendo la mezcla de reaccién [75]. Los amplicones se resolvieron en geles de
agarosa al 1.5% (m/v), y aquellas colonias presentando el patrén de bandeo deseado fueron
amplificadas en 10 mL de cultivo liquido (LB Amp). A partir de los cultivos liquidos crecidos
ON a 37°C en agitaciéon se llevd a cabo el protocolo de Miniprep. Brevemente, se
centrifugaron los cultivos liquidos a 4.000 rpm durante 10 min y se descartaron los
sobrenadantes. A los pellets bacterianos se les agregaron 300 uL de P1 (Buffer TE, Tris-HCl



10 mM-EDTA 1 mM, pH 8), se vortexed, se agregaron 300 pL de P2 (Solucién de lisis, NaOH
0,2M vy SDS 1% (m/v)) y se mezcl6 por inversiéon. Después de 6-8 inversiones, se aladieron
200 pL de P3 (AcK 3M pH 5.5), se homogeneiz6 bien y se centrifugd a 14.000 rpm durante 10
min. Al sobrenadante se agregaron 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (vol/vol), se
vortexed y se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min. Se tomo la capa superior (acuosa) y se
afiadieron 0.7 volimenes de isopropanol. Se vortexed y se colocé en hielo durante 10 min.
Después de centrifugar a 14.000 rpm durante 30 min y descartar el sobrenadante, el pellet
se lavé con 500 pL de EtOH al 70% (v/v), se centrifugd a 14.000 rpm durante 1 min y se
descart6 el sobrenadante. Finalmente, se sec el pellet en estufa durante 10-15 min y se
resuspendio6 en 30 uL de H,O. Para la eliminacién de ARN, se agregaron 5 uL de RNAsa (0,8
mM) ademas 15 uL de H,O. Los pldsmidos asi tratados fueron precipitados por el agregado
de 40 pL de polietilenglicol 13% (m/v) y 8 uL de NaCl (0,8 M). Tras la incubacién (20 min en
hielo) y centrifugacién (20 min a 14.000 rpm), el ADN precipitado se resuspendi6 en 20 pL
de buffer TE. Alicuotas de estas preparaciones fueron enviadas a secuenciar (Macrogen),
utilizando los oligonuclebtidos pGEXfw y pGEXrev. Los cromatogramas se chequearon
manualmente, para confirmar la identidad de las secuencias obtenidas.

Expresion de proteinas recombinantes

Se transformaron bacterias E. coli competentes de la cepa BL21 con los plasmidos
purificados [74]. Esta cepa se caracteriza por la ausencia del sistema de proteasas lon y
ompT, lo que facilita la acumulacién de proteinas recombinantes al minimizar su
degradacién [76]. A partir de colonias individuales, se largaron cultivos de 10 mL en medio
LB Amp. Luego de la incubacién ON a 37°C en agitacién, 2 mL de estos cultivos fueron
usados como ‘starter para inocular 250 mL de medio LB Amp. Luego de ~3 hs de incubacién
en agitacioén, cuando se alcanz6 una OD (600 nm) = 0.8, se indujo la expresion de proteinas
recombinantes mediante la adicién de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, 1 mM)
por 3 h, en las mismas condiciones de temperaturay agitacién (37°C a 180 rpm). Los cultivos
se cosecharon por centrifugacién (4.000 rpm x 10 min, a 4°C) y los pellets se lavaron con
PBS (buffer fosfato salino: 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10 mM NaHPO4, 1,8 mM KH,P04, pH
7.4) pre-enfriado a 4°C. Los pellets se resuspendieron en 8 mL de PBS frio, con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, 2 mM) y Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA, 5 pM), se los
sonico con 4 pulsos de 30 segundos en frio, se les agregd Tritén X-100 (hasta 1% (v/v) final) y
se los incub6 en frio por 10 min. Alicuotas de los extractos totales se resolvieron en geles
SDS-PAGE (10-12%) en condiciones desnaturalizantes, los cuales fueron luego teilidos con
Coomassie brilliant blue (CBB, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 30% (v/v) metanol y
10% (v/v) acido acético glacial). Para la preparacién 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-HCI 1 M (Tris-hidroximetil-aminometano
100 mM, HCI, pH 8,8), 200 puL de SDS al 10% (m/v), 200 pL de sulfato de amonio (APS) al
10% (m/v), y 8 uL 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 uL de buffer Tris-HCl M (pH
6,8), 60 pL de SDS al 10% (m/v), 60 puL de APS al 10% (m/v), y 6 uL. de TEMED. Los
componentes de cada gel se mezclan por separado, exceptuando los agentes polimerizantes
(APS y TEMED), que se afiaden inmediatamente antes de verter la mezcla en el porta geles.
La mezcla del gel separador se afiade primero y se nivela con agua. Luego de la
polimerizacién completa del gel separador, se afiade el gel concentrador y se coloca el peine
para formar los pocillos. Antes de sembrar, las muestras se desnaturalizan calentandose a
100°C durante 5 min en el buffer de corrida 1X (25 mM de Buffer Tris-HCI, 192 mM de glicina
vy 0,1% (p/v) de SDS, pH 8,3). Al finalizar la corrida, los geles se tifien con una soluciéon de
CBB para observar las bandas de proteinas.

Purificacién y caracterizacién de proteinas recombinantes

Para la purificacién de las proteinas recombinantes, los extractos totales de bacterias se
centrifugaron a 14.000 rpm por 10 min y los sobrenadantes se procesaron por
cromatografia de afinidad en columnas de glutation-sefarosa [57]. Brevemente, se lav6 dos
veces 1 mL de resina con 5 mL PBS, se equilibr6é con 5 mL PBS y posteriormente con 2,5 mL
PBS-Tritén 1%. El binding de las proteinas a la resina se hizo en ‘batch’, en agitacién y frio.
Luego de incubar ON, la mezcla (1 mL de resina + 8 mL de extracto de cultivo bacteriano) se
transfirié a una columna, tal cual se indica en la Fig M1. Se recolect6 el percolado, y se volvio
a lavar la resina con 5 mL PBS-triton 1% y luego 15 mL PBS. Finalmente, se realiz6 la elucién
utilizando 1 mL Tris-HC1 50 mM pH 8,8 + glutatién reducido (GSH) 25 mM (Fig M1).

1. Equilibrado 2. Binding 3. Lavado 4. Elucion

Resina PBS PBS-riton 1%  Muesira Input PBS-nton 1%  PBS GSH

5 200g 5 200g E . @
22 x2 L k]

e 4

Percolado
Eluato

Figura M1: Purificacion de proteinas por cromatografia de afinidad en matriz de glutation-sefarosa. Se
indican los pasos equilibrado (1) binding (2), lavado (3)y elucion (4) de la resina. Los dos primeros pasos se
realizan en ‘batch’y los dos ultimos en columna.

Alicuotas de las fracciones de input, percolado y eluato de la purificacién de cada proteina
se resolvieron en geles SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y se tifieron con CBB.
La cuantificacién de las proteinas 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 sefial predominante es debida a los
aa aromaticos (triptéfano, tirosina) presentes en las proteinas y a 340 nm, para corregir el
‘rTuido de fondo. Este método se basa en la ley de Beer-Lambert [77] que relaciona la
absorbancia con la concentracién de proteinas, permitiendo una cuantificacién precisa sin
necesidad de reactivos adicionales. La cuantificacién de las distintas proteinas usando el
equipo de Nanodrop fue realizada teniendo en cuenta el peso molecular y el coeficiente de
extincién caracteristico de cada una. El ensayo de Bradford, por otro lado, se basa en la
unién del colorante CBB G-250 a las proteinas, lo que genera un cambio de color
proporcional a su concentracién. Para esto, se prepara una curva estandar con albtmina
sérica bovina (BSA) diluida en el mismo buffer que las muestras, con concentraciones de O,
0.1, 0.2, 0.3, 04 y 0.5 pg/mL. Simultaneamente, las muestras de proteina se diluyen de
manera que queden dentro del rango de deteccién del ensayo. Para cada punto de la curva
estandar y de las muestras, se afiaden 20 pL de la solucién de a un pocillo de microplaca.
Luego, se agrega reactivo de Bradford (CBB G-250 preparado al 0,01% en acido fosforico 85%
y etanol 95%) a cada muestra, en una proporciéon 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 concentracién de las
proteinas se calcula interpolando los valores de absorbancia en la curva estandar de BSA.
Los modelados moleculares de las distintas construcciones de TSSA se generaron mediante
la herramienta AlphaFold, usando los pardmetros seteados por default [78].

Muestras bioldgicas

Se utilizaron muestras de sueros humanos de infeccién con T. cruzi (n=97), disponibles en
nuestra propia seroteca. Estas muestras, cedidas gentilmente por el Dr Jaime Altcheh, del
Servicio de Parasitologia-Chagas, Hospital de Nifios ‘Ricardo Gutiérrez, corresponden a
pacientes cursando la fase crénica de la enfermedad, sin sintomatologia clinica 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 diagnostico de infeccién con T. cruzi de estos pacientes se realizé en el mismo
Servicio de Parasitologia-Chagas y se baso en resultados positivos para al menos 2 métodos
serolégicos convencionales: ELISA (contra un homogenato total del parasito),
hemaglutinacién 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 cont6 con el consentimiento informado para su uso en investigacion.
Para la experimentacién con muestras biolégicas, se siguieron los protocolos éticos y de
manipulacién y descarte de reactivos peligrosos establecidos en el IIBio.



Antigenaos

Se utilizaron como antigenos 4 versiones derivadas de TSSAII, TSSAIII y TSSAIV: una
‘completa, conteniendo toda la regién antigénica de la proteina (aa 24-62) [57,60], una
version 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), segtin lo
esquematizado para TSSAII en la Fig M2. Todas las construcciones se expresaron como
fusién traduccional al C-terminal de GST y se purificaron segiin lo descrito previamente.
Para la puesta a punto de los ELISA, también se evalud la proteina GST.

Espaciador

Figura M2: Construcciones derivadas a partir de TSSA. Esquema de las proteinas 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 iniciacién de la traduccion [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 pL/pocillo del antigeno
correspondiente (0,075 g totales) en buffer bicarbonato pH 9,6 (8,4 g/L NaHCO; 0,1 M +
10,6 g/L Na,CO; 0,1 M) y se incubaron ON a 4°C (Fig M3, paso 1). Al siguiente dia se
realizaron 3 lavados con PBS suplementado con 0,05% (v/v) Tween 20 (PBS-T) y un bloqueo
con 50 pL/pocillo de PBS-T con 4% (m/v) de leche descremada por 1 h a 37°C. Se incubd con
30 pL/pocillo de la muestra diluida 1:500 en solucién de bloqueo por 1 h a 37°C (Fig M3, paso
2), se realizaron 3 lavados con PBS-T y se incub6 por 1 h a 37° con 30 pL/pocillo del
anticuerpo secundario (inmunoglobulinas de cabra a-IgG total humana conjugado a HRP
[horseraddish peroxidase]), diluido 1:2500 en solucién de bloqueo (Fig M3, paso 3). Por Gltimo,
se realizaron 4 lavados con PBS-T y un lavado con PBS. Para el revelado, se adicionaron 30
uL/pocillo de buffer fosfato-citrato pH 5 con 0,05% (v/v) de peréxido de hidrégeno y 10% (v/v)
de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina, preparada a 10 mg/mL en dimetilsulféxido) (Fig M3,
paso 4). La reaccién fue detenida con 5 pL de acido sulfiirico 2 M y la lectura de las placas se



realiz6 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 volimenes segin lo requerido por la placa. Como
control negativo, se utilizaron sueros de individuos no infectados con T. cruzi.
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Figura M3: Representacion esquemdtica del ensayo ELISA. Cada uno de los pocillos es sometido,
sucesivamente, a los procesos indicados (ver texto para mds detalles),

Procesamiento, analisis y presentacion 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 proteinas 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 (desvio
estandar). Para las proteinas conteniendo sélo epitopes inicos, 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 evaluacién de los sueros se siguio el
flujo de trabajo esquematizado en la Fig M4. En primer lugar, se evalud la reactividad contra
la construccién ‘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 antigeno diferian en mas de un
30%, se procedid a repetir el ensayo para ese suero. El analisis y presentacién de datos se
realiz6 utilizando el software RStudio [79]. Se utiliz6 el paquete “ggplot” para generar los
diagrama de venn, Box-Plots, heatmaps y graficos 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 analisis, se indic6 la seroprevalencia
(definida como ntimero de sueros reactivos para un dado antigeno/ntimero de sueros
ensayados). Se generaron modelos de regresién lineal y se determinaron los coeficientes de
correlacién asociados (R?), utilizando las funciones “lm” y “r.squared” de RStudio. Para
determinar la similitud estructural entre los epitopes Ay B de las diferentes TSSA, se utilizo
la matriz BLOSUMG62 para asignar puntajes a las sustituciones de aa entre secuencias
evolutivamente relacionadas [80].

Evaluacion seroldgica cantra TSSA
I, 11y IV ‘completas’
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Figura M4: Flujo de trabajo utilizado para la evaluacion serologica.

Analisis estadistico

Se realizaron una serie de pruebas T pareadas para comparar diferencias en la distribucién
de las reactividades de grupos definidos de sueros contra las distintas construcciones
generadas. El Test T pareado es una herramienta estadistica que se utiliza cuando las
observaciones estan relacionadas, utilizada para analizar la diferencia de medias de las dos
muestras, bajo el supuesto de normalidad en la distribucién de las diferencias [81]. Para
cada comparacioén, se calcul6 el p-valor como indicador de la significancia estadistica,
donde un valor < 0.05 implica que la diferencia entre las medias es significativa. El analisis
fue ejecutado en R Studio, utilizando la funcién 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 graficos de Box-Plot, se informa la media,
mediana y cuartiles (25% y 75%), calculados usando R studio (funciones mean, median y
quantile).



Resultados

OEl- Desarrollo de nuevos reactivos diagnosticos basados en TSSA, con distinta
configuracién epitdpica.

Disefio de los pldsmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp

Se diseflaron 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 especificos de cada isoforma estan 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, asi como la falta de interaccién 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).

Epitope II-B Espaciador
A B
Epitope II-A
Residuos 24-3 ) Eoitope |I-B
Epitope 11-A prrape ii-B

GsT

Figura R1: Modelado estructural de las construcciones derivadas de TSSAIL 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 proteina GST.



La secuencia de los epitopes A y B habia sido definida experimentalmente para TSSAII (Fig
16) [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 adicién de un residuo a cada lado para minimizar posibles problemas

estéricos en su reconocimiento por anticuerpos.

( Peptido sefial W Region central (madura) b4 Sefial de anclaje por GPI D
Epitope A

Epitope B
TSSAl MITCRLLCALLALALCCCLSACTTANGGSTISSIPER-GEOKETAAGGTPSPSGASSGEAEASSNENDGSLSSSANVEFAPLALAASVLAYTALG

TSSAIl MITCRLLCALLALALCCCLIACTITANGGSISSIPPSGIENEPATGEAPSQPGASSGEREASSNENDGSLSSSAWVSAPLALAASALAYTALG
TSSAll MITCRLLCALLALALCCCLSACTTANGGSTISTPPSCIEKEARRGEAPSPSGASSGEAEASSNENDGSLSSSANVFAPLALTASALAYTALG

TSSAIV MTITCRLLCALLALALCCCLSACTTANGGSIISTPESGIDKETARGEAPSPSGASSGEREASSNENDGSLSSSAWVFAPLALALSALAYTALG

Figura R2: Secuencia y posiciones polimorficas de las isoformas de TSSA. Se indica la localizacién de los
epitopes A 'y B determinados para TSSAII e inferidos para las demds 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 plasmidos
PGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y TSSAIV-Sp (Fig R3 y Fig S2). En este diseflo, las
construcciones quedan en fusion traduccional al C-terminal de la proteina GST (Fig M2), lo
que facilita su expresién soluble en el citoplasma de E. coli y su posterior purificaciéon por
cromatografia de afinidad. Para la ingenieria de estas construcciones debieron agregarse
algunos residuos ‘extra’ (Fig R3 y Fig S2). No se sintetiz6 la construccién correspondiente a
TSSAI debido a la nula reactividad observada para esta isoforma [57,60].
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Figura R3: Estructura de los constructos contenidos en los vectores pGEX-TSSA-Sp. Se indica la secuencia
de ADN (arriba) y proteina (debajo) de los distintos ‘modulos’ 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 restriccion relevantes estdn indicados sobre la secuencia de ADN. Los
nucleétidos indicados en mintsculas no corresponden a TSSA ni a sitios de restriccion. Se indican los sitios
de pegado de los oligonucledtidos pGEXfw (rojo)y pGEXrev (azul).

Generacion de plasmidos pGEX-TSSAII-A y B, -TSSAIII-Ay By -TSSAIV-Au B

Una ventaja adicional del diseio de los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y
-TSSAIV-Sp es la posibilidad de obtener construcciones conteniendo las secuencias de los
epitopes A y B individuales mediante un protocolo experimental simple. Brevemente, la
digestion de estas construcciones con BamHI libera un fragmento de 81 pb (que contiene la
secuencia del epitope A y el espaciador), mientras que la digestiéon con EcoRI libera un
fragmento de 85 pb (que contiene la secuencia del espaciador y el epitope B) (Fig R3y Fig S2).
Debido a su tamafo, estos fragmentos presentan un rendimiento reducido en la
recuperacion luego de precipitar el producto de la digestién [72]. En consecuencia, se espera
que la religacion de los clones digeridos con EcoRI resulte en un enriquecimiento en clones
conteniendo solo la secuencia codificante para el epitope A (DGEX-TSSAII-A, -TSSAIII-Ay
-TSSAIV-A), mientras que la religacion de los clones digeridos con BamHI resulte en un
enriquecimiento en clones conteniendo so6lo la secuencia codificante para el epitope B
(pPGEX-TSSAII-B, -TSSAIII-B y -TSSAIV-B).

Los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp se trataron con las enzimas de
restriccién BamHI o EcoRI y se precipitaron. Al ser analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa, todos ellos presentaron una tnica banda del tamaiio esperado (~5000 pb,
el tamafio del vector pGEX-4T-1, Fig S1), indicativo de digestién completa (Fig R4). En
algunas muestras fue posible observar algunas especies (muy minoritarias) de menor
migracién electroforética, que podrian corresponder a plasmidos con digestién incompleta
(Fig R4). El fragmento liberado, de 81 u 85 bp dependiendo del caso (ver arriba), no alcanzé a
visualizarse en ninguna de las muestras, de acuerdo a lo esperado. A fines comparativos, se
corri6 en paralelo el plasmido pGEX-TSSAII-Sp sin digerir, que muestra multiples bandas
que se corresponden a las distintas formas de enrollamiento (Fig R4, calle
‘PGEX-TSSAII-Sp).
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Figura R4: Digestion enzimdtica de los vectores pGEX-TSSA-Sp. Electroforesis del producto de digestion
de los plasmidos pGEX-TSSAII-Sp (II), -TSSAIII-Sp (II1) y -TSSAIV-Sp (IV) con BamHI y EcoRI. El marcador de
masa molecular (MK), en bp, se muestra a la izquierda, y el control (nGEX-TSSAII-Sp sin digerir), a la derecha.

Los plasmidos digeridos y precipitados fueron re-ligados y transformados en bacterias E.
coli Dh5a competentes. Luego del plagqueo en medio selectivo, se analizaron 2 colonias de
cada una de las placas mediante la técnica de ‘colony PCR’ y los productos de amplificacién
se resolvieron en geles de agarosa. De acuerdo a la posicién de los oligonucleétidos pGEXfw
y pGEXrv utilizados, se esperaba obtener productos de ~280 pb para los clones en su
configuracién original y de ~190 pb para los clones portando solo un epitope (los que se
re-ligaron luego de la delecién 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 plasmido pGEX-TSSAII-Sp.
Como puede verse en la Fig R5A, las colonias pGEX-TSSAII-A-1, II-A-2, II-B-2, ITI-A-2, IV-A-1
y IV-B-2 presentaron un patrén de bandeo compatible con clones de epitope tinico (~190
bp). El clon pGEX-TSSAIV-A-2, en cambio, present6 un patrén de bandeo compatible con la
configuracién 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 tltimo, presentaron un patrén de
bandeo complejo, que sugiere que para esos ensayos no se partié de una colonia tGnica.
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Figura R5. Identificacion de clones positivos para TSSAs conteniendo epitopes tinicos. A y B. Corridas
electroforéticas de los productos de amplificacion 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 construccion pGEX-TSSAIII-B (B). El marcador de masa molecular (MK), en bp, se
muestra a la izquierda, y el control negativo (pGEX-TSSAII-Sp), a la derecha.

Para el plasmido pGEX-TSSAII-Sp digerido con BamHI y re-ligado, ninguna de las colonias
mostr6 un patrén de bandeo compatible con clones de epitope tinico, por 1o que se repitié el
ensayo de ‘colony PCR’ sobre 5 nuevas colonias aisladas de esa placa. En este nuevo ensayo
se obtuvieron tanto colonias ‘positivas’ (banda tinica, 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-3y 5) (Fig R5B).

Finalmente, a partir de cultivos provenientes de una colonia ‘positiva’ para cada clon, se
obtuvieron los plasmidos correspondientes a los epitopes A y B para cada isoforma, y se
verifico su identidad por secuenciacién utilizando los mismos oligonuclebtidos pGEXfw y
PGEX1v. A modo de ejemplo, en la Fig R6 se ilustra el resultado de la secuenciacion para el
clon pGEX-TSSAII-B con el oligonucle6tido pGEXfw. En todos los casos, los cromatogramas
presentaron picos bien definidos y resueltos, lo que permiti6 asignar sin ambigiiedades la
identidad de las secuencias de los distintos plasmidos generados (Fig S3).

pGEX fw

= CCAGCTACAGGGGAAGCTCCATCTCAACCATG AATTCTGAAC
GGTCGATGTCCCC TT COAGGTAGAGTTGGTACTTAAGACTTG

pGEX v

PEX™  ~CAGCTACAGGGGAAGCTCCATCTC

Figura Ré. Secuenciacion de clones positivos para TSSAs conteniendo epitopes tinicos. Fragmento del
cromatograma de la secuenciacién de pGEX-TSSAII-B, utilizando el oligonucledtido pGEXfw. La secuencia
del epitope B de TSSAII se indica subrayada arriba.

Expresion de las variantes de TSSA en E. coli

Los plasmidos conteniendo las construcciones originales (pGEX-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y
-TSSAIV-Sp) como las derivadas de ellas, conteniendo epitopes tinicos (pGEX-TSSAII-A,
-TSSAII-B, -TSSAIII-A, -TSSAIII-B, -TSSAIV-A y -TSSAIV-B) fueron transformados en
bacterias. Alicuotas de los cultivos, inducidos o sin inducir con IPTG, se resolvieron en geles
SDS-PAGE, en condiciones desnaturalizantes, a los que luego se tifi6é con CBB (Fig R7A). Se
observa que hubo induccién de la expresiéon 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 proteina GST-TSSAIII-A, y por motivos desconocidos, la banda de
induccién mostré un tamaio aparente un poco mayor (~28 kDa). Estos tamailos, de todas



maneras, son compatibles con los esperados (Tabla 2). Por otro lado, se puede notar que se
obtuvo menor rendimiento para fraccién inducida de la proteina GST-TSSAIV-B (Fig R7A).
Es probable que durante la preparacion de esta muestra se haya producido una pérdida de
masa bacteriana, ya que todas sus bandas son visiblemente mas tenues en comparacién
con las de las demdas muestras. Se registr6 también la correcta induccién 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 tamafos son también compatibles con los esperados
(Tabla 2). Debe mencionarse que en ensayos de fraccionamiento por sonicacién, todas las
proteinas mostraron una acumulaciéon en la fracciéon soluble, correspondiente al
citoplasma bacteriano (ver debajo).
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Figura R7: Expresion 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 proteinas GST-TSSAII-Sp, -TSSAIII-Sp y -TSSAIV-Sp (B) se resolvieron en geles
SDS-PAGE desnaturalizantes y se tifieron con CBB. Las bandas de induccion, correspondientes a las
proteinas de fusion a GST, se indican con flechas. El marcador de masa molecular (MK) se muestra a la
izquierda, en kRDa.

Purificacion de las variantes de TSSA

Las fracciones solubles de los cultivos fueron sometidas a cromatografia de afinidad en
columnas de glutation-sefarosa (Fig M4). Se analizaron alicuotas correspondientes a las
fracciones input (entrada), percolado (fracciéon que no interacciona con la columna) y eluato
(fraccion retenida en la columna y posteriormente eluida por adicién en exceso de glutatiéon
reducido), en geles SDS-PAGE corridos en condiciones desnaturalizantes y visualizados
mediante tincién con CBB (Fig R8).
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Figura R8: A. Purificacion de las variantes de TSSA. Ay B. Muestras de las fracciones input (I), percolado (P)y
eluato (E) de la purificacion 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 tincién



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 proteinas de interés.

En todos los eluatos se observa una tinica banda del tamafio esperado (Tabla 2), que es
también consistente con el tamaiflo obtenido para la banda de induccién de esa misma
proteina (Fig R8), por lo que se puede concluir que se logré purificar todas las proteinas
expresadas a homogeneidad y sin degradacién aparente. Como instancia final se procedi6 a
cuantificar la concentracion de las proteinas 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 calculé un rendimiento total de
proteina purificada de ~6 mg/L para todas ellas. Las cantidades de proteinas obtenidas en
un solo ensayo de cultivo (250 mL) fueron suficientes para llevar a cabo todos los ensayos de
analisis serolégicos detallados en la siguiente secciéon. Toda esta informacién esta
compilada en la Tabla 2, donde también se indican los nombres simplificados de las
construcciones utilizadas de aqui en adelante en el trabajo.

Tabla 2: Proteinas recombinantes usadas en este trabajo.

Isoforma Construccion Nomenclatura Mr*  Concentracion**
GST-TSSAII (aa 24-62) TSSAII completa’ 31,09 0,55
GST-TSSAII-Sp TSSAII-Sp 29,76 1,57
TSSAII
GST-TSSAII-A TSSAII-A 27,60 1,65
GST-TSSAII-B TSSAII-B 27,37 1,3
GST-TSSAIII (aa 24-62) TSSAIII ‘completa’ 29,77 0,63
GST-TSSAIII-Sp TSSAIII-Sp 29,65 15
TSSAIII
GST-TSSAIII-A TSSAIII-A 27,58 1,7
GST-TSSAIII-B TSSAIII-B 27,28 1,49
GST-TSSAIV (aa 24-62) TSSAIV ‘completa’ 29,79 15
GST-TSSAIV-Sp TSSAIV-Sp 29,70 1,77
TSSAIV
GST-TSSAIV-A TSSAIV-A 27,60 1,9
GST-TSSAIV-B TSSAIV-B 27,31 1,67
- GST GST 25,50 2,7

*Se informan los Mr predichos (en kDa).
**Se informan los valores obtenidos experimentalmente (en ug/uL).



OE2- Evaluaciéon de las firmas de anticuerpos reveladas por los nuevos reactivos
diagndsticos basados en TSSA en muestras de pacientes infectados con T. cruzi.

Caracterizacion de la respuesta seroldgica confra TSSA

Utilizando las proteinas purificadas, se llevd a cabo la evaluacién de las firmas de
anticuerpos en una poblacién de 97 sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crénica
provenientes del sur de Sudamérica, sin sintomatologia clinica asociada. Mediante ensayos
de ELISA en placas sensibilizadas con las proteinas TSSAII, TSSAIII y TSSAIV ‘completas’
(Fig R9 y Tabla 2), se determind primeramente la prevalencia serologica de las distintas
isoformas. TSSAII result6 la isoforma mas reconocida (n=82, 85%), seguida de TSSAIV (n=22,
23%) y TSSAIII (n=12, 13%) (Fig R9A). TSSAII también fue la que gener6 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 estadisticamente significativas (Fig R9A).
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Figura R9: Reactividad serolédgica de las isoformas de TSSA. A. Box-Plot mostrando la reactividad para
TSSAIL III y IV ‘completas’ en muestras de pacientes con enfermedad de Chagas cronico (n=97). Las mediasy
medianas de cada poblacion se indican con niimeros y lineas horizontales dentro de las cajas. Las muestras
se analizaron estadisticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95% (se indican los
valores de p para cada comparacion). B. Diagrama de Venn de los sueros reactivos contra TSSAII (azul),
TSSAII y III (verde), TSSAII y IV (violeta) y TSSAII, 111y IV (amarillo). La poblacién de sueros no reactivos para
ninguna isoforma se indica en gris. C. Heatmap de reactividades de todos los sueros ensayados contra



TSSAIL III1 y IV ‘completas’. La escala de colores (indicativa de la reactividad) se muestra a la izquierda. Para
una mejor resolucion de las sefiales, esta escala satura para reactividades mayores a 1.5. La sefial estd
relativizada a los valores de cutoff globales establecidos para sueros negativos.

Dentro de la poblacién de sueros positivos para infeccién con T. cruzi evaluados, 15 (15%)
resultaron no reactivos para ninguna isoforma (sueros ‘no reactivos’) y 82 reconocieron a
TSSAII (sueros TSSAll-reactivos). De estos tultimos, la mayoria (n=55) reconocieron
exclusivamente a TSSAII (de aqui en mas, ‘exclusivos’). Interesantemente, todos los sueros
reactivos para TSSAIII (n=12) o TSSAIV (n=22), incluyendo un pequeiio grupo de muestras
que mostré6 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 pertfil 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
IT+II1+IV+) fueron coloreados de acuerdo al diagrama de Venn.

Analisis de |a respuesta seroldgica confra TSSAII

Dado que la poblacién de sueros analizada era principalmente reactiva contra TSSAII (Fig
R9), se procedi6 a realizar primeramente un analisis detallado de la respuesta seroldgica
contra esta isoforma.

Epitopes Ay B

A partir de la poblaciéon de sueros TSSAII-reactivos (n=82), se realiz6 el analisis del
reconocimiento de los epitopes individuales usando las proteinas TSSAII-A y TSSAII-B. El
epitope A gener6 mayores reactividades que el epitope B (0,82 + 0,59 U.A. vs 0,46 + 0,45
U.A), lo cual mostr6 significancia estadistica (Fig R10A). Ademas de maés reactivo, el epitope
A result6 ser mas seroprevalente que el epitope B (87% vs 37%, respectivamente, Fig R10A).
La clasificacién de la poblacién de sueros TSSAII-reactivos en base a su reconocimiento
epitopico (epitotipo) indicé 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 linea
general la reactividad de la regi6én antigénica completa de TSSAII; y ii) hay
inmunodominancia del epitope A respecto del B.
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Figura R10: Respuesta seroldgica a 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 proteina TSSAII ‘completa’. Las medias estan sefialadas por un punto, y su
valor numérico se indica encima. Las medianas se indican mediante lineas horizontales dentro de las cajas.
Las muestras se analizaron estadisticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95%
(se indican los valores de p para cada comparacion). B. Grdfico de torta representando el epitotipo (tipo de
reconocimiento epitdpico) de los sueros TSSAII-reactivos: A (azul), B (turquesa), AB (cian)y nulo (gris).

Sueros cross-reactivos y exclusivos
A continuacioén, se estudid la reactividad contra distintas construcciones de TSSAII para

las dos subpoblaciones de sueros TSSAII-reactivos: los sueros “cross-reactivos”, capaces de
reconocer a mas de una isoforma de TSSA y los “exclusivos”, que solo reconocen a TSSAII A
fines comparativos, también se incluyd la reactividad registrada para el grupo de sueros
TSSAII-reactivos totales, previo a su clusterizacién. Para la TSSAII ‘completa’ se observo una
reactividad ligeramente mayor, aunque no estadisticamente 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 estadisticamente 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 poblacién 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-Ay -B, respectivamente, fueron del 87%y 37%
para la poblacién 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 clusterizacién 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.
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Figura R11: Respuesta seroldgica a TSSAII de los distintos tipos de sueros TSSAII-reactivos. Ay B. 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 estdn
sefialadas por un punto, y su valor numeérico se indica encima. Las medianas se indican mediante lineas
horizontales dentro de las cajas. Las muestras se analizaron estadisticamente 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 serologica contra TSSAII se
compard la sefial de TSSAII ‘completa’ vs TSSAII-Sp para la poblacién 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 estadisticamente significativas utilizando un nivel de confianza del 95%. La
seroprevalencia para TSSAII-Sp (88%, 72/82), sin embargo, resulté un poco menor que para
TSSAII ‘completa’ (100%, 82/82) (Fig R12). Estos resultados van en linea con los obtenidos
previamente (Fig R11) e indican que, en lineas generales, los epitopes A y B estan bien
definidos para TSSAII, ya que la construccién conteniendo solamente estas secuencias
(TSSAII-Sp) logra recapitular la respuesta seroldgica (reactividad y seroprevalencia) de la
construccién ‘completa’.
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Figura R12: Efecto del espaciador molecular en la respuesta seroldgica contra TSSA. Reactividad contra
TSSAII ‘completa’ y con el espaciador (TSSAII-Sp), para la poblacion total de sueros TSSAII-reactivos (n=82)
Las medias se indican con los valores numéricos dentro de las cajas. Las medianas se indican mediante
lineas horizontales dentro de las cajas. Las muestras se analizaron estadisticamente usando el test de
T-student con un nivel de confianza del 95%y no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Se realiz6 luego el mismo analisis pero desglosando los sueros TSSAII-reactivos segiin 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 minimo impacto en la
interaccién antigeno-anticuerpo (Fig R13A). En cambio, para los sueros de reconocimiento
mixto (epitotipo AB, n=30), la reactividad fue significativamente mayor contra la proteina
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
interaccion antigeno-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 present6 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 tinico suero de epitotipo B mostr6 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 separaciéon molecular de los
epitopes A y B resulta en un mejor reactivo diagnostico. Esto sugiere que la disposicién
adyacente de estos epitopes confiere algin tipo de impedimento estérico para el
reconocimiento simultdneo de las 2 poblaciones de anticuerpos (anti-epitope A y
anti-epitope B) presentes en estos sueros. Por tltimo, y como era esperable, los sueros de
epitotipo nulo (n=10), negativos para TSSAII-A y TSSAII-B, también mostraron baja
reactividad contra la proteina TSSAII-Sp y, por lo tanto, bajos cocientes TSSAII-Sp/TSSAII
‘completa’ (media=0,60; mediana=0,46, Fig R13C).
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Figura R13: Respuesta serologica a TSSAII ‘completa’y TSSAII-Sp. Ay B. 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 estdn sefialadas por un punto, y su valor numeérico se
indica encima. Las medianas se indican mediante lineas horizontales dentro de las cajas. Las muestras se
analizaron estadisticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95% (se indica el
valor de p).

A continuacién, realizamos el analisis inverso de los datos. Brevemente, se grafic6 para cada
suero la reactividad contra TSSAII ‘completa’ en funcién de la reactividad contra TSSAII-Sp,
se utiliz6 un modelo de regresién lineal para analizar los datos y establecer los diferentes
grupos. Por tltimo se determind la representacién de los distintos epitotipos en cada uno
de estos grupos. El grupo mayoritario fue el de los sueros que no varian su reactividad con
el agregado del espaciador (relaciéon TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1, n=46), seguido por el
grupo de sueros que aumentan su reactividad con el espaciador (relaciéon TSSAII-Sp/TSSAIIL
‘completa’ > 1, n=25), y por ultimo, los que disminuyeron su sefial con el espaciador
(Relacién TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ < 1, n=11) (Fig R14A).

En linea con lo mostrado anteriormente, para el grupo de sueros que no varia su reactividad
con el agregado del espaciador (TSSAII-Sp/TSSAII ‘completa’ ~ 1), 1a poblacién mayoritaria
fue la de reconocimiento de tipo A (incremento de un 50% a un 60% respecto a la poblacién
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 poblacién
que mas se enriquecio 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), 1a poblacién que mas se redujo fue la de epitotipo nulo (de
12,2% a 4,4% v 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 poblacién
que se incrementd respecto a la poblacién de sueros TSSAll-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.
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Figura R14: Respuesta serologica a TSSAII ‘completa’ y TSSAII-Sp y epitotipos. A: Relacién de la
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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-Ay
TSSAII-B. En base a estos resultados, podria interpretarse que para esta pequeila
subpoblacién de sueros, los epitopes A y B no estan correctamente definidos. A fines
comparativos, se muestran los perfiles de reactividad de dos sueros, pertenecientes a los
grupos que aumentan (suero 29615) y no varian (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 Ay B de TSSAII no estan bien definidos.
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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 ultimo, procedimos a evaluar la sefial de los 15 sueros no reactivos para TSSAII
‘completa’ (Fig R9B), contra la proteina con el espaciador (TSSAII-Sp). Diez de ellos
resultaron también negativos para TSSAII-Sp (66%), por lo que podrian considerarse
“verdaderos negativos” (Fig R16A). Mas interesante, 5 de estos sueros (de aqui en més,
“sueros recuperados”) si resultaron positivos contra TSSAII-Sp (reactividades ~ 0,8-1,6), por
lo que podrian considerarse falsos negativos para TSSAII ‘completa’ que pudieron ser, en
términos diagnosticos, ‘rescatados’ por TSSAII-Sp (Fig R16A). Cabe mencionar que estos 5
sueros eran los que mas reactividad habian 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 observd reconocimiento de un epitope (epitotipo A, sueros 3,4y 5) 0
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
ualtimo, en algunos sueros se evidencié un fenémeno diferente, donde no se observo
reactividad para TSSAII ‘completa’ ni TSSAII-Sp, pero si para TSSAII-A (suero 1), 0 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 sefiales (~0,75 U.A)) fueron relativamente altos y cercanos
al valor de corte (cutoff) (Fig R16A). En conjunto, estos datos indican que la separacién de los
epitopes A y B de TSSAII podria ser implementado para el mejoramiento de la capacidad
serodiagnodstica de esta molécula.
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Figura R16: Perfil de reactividad contra variantes de TSSAII de sueros no reactivos contra TSSAIL A.
Relacion de la reactividad frente a TSSAII ‘completa’ (eje X)y TSSAII-Sp (eje Y) en sueros negativos para TSSAIT
‘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 proteinas indicadas. En gris se indican las combinaciones de suero/proteina no ensayadas.

Analisis de |a respuesta seroldgica confra TSSAIIl y TSSAIV

El analisis de las reactividades contra las distintas variantes de TSSAIII y TSSAIV se realiz6
siguiendo lineamientos similares a los usados para el analisis 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 seroldgico de las proteinas. 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 Ay B
para estas isoformas, sobre todo para TSSAIV, no estan tan correctamente definidos como



para TSSAII. Esto se puede atribuir a que, como ya se menciono, 1os epitopes de TSSAIII y IV
no fueron determinados empiricamente sino inferidos a partir de los de TSSAII (Fig R2).

Para ahondar mas 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 demas 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 analisis 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 Avs 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 linea, 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, mas alla de diferencias atribuibles a la mejor o peor
definicién de epitopes entre isoformas, el perfil de reconocimiento serologico es similar
para todas ellas, claramente sesgado hacia el A.

Como se menciond previamente, todos los sueros reactivos para TSSAIII y/o TSSAIV
mostraron también reconocimiento (v 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 andlisis de correlacién de respuestas, sin embargo, sugiere
que este fendémeno tiene una incidencia menor en nuestros resultados, y parece estar
restringido a la reactividad de la proteina TSSAIV (Fig R17C, panel superior). Mas atn, el
desglose del analisis de correlacion de respuestas serologicas 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
pequeiia fraccién 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 mas 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 s6lo un suero (3,7%)
reconoce a las 3 variantes. De estos resultados se puede inferir que los epitopes A resultan



inmunodominantes y mas propensos a ser reconocidos en conjunto por un mismo suero
mientras que los epitopes B resultan menos reactivos pero mas especificos.
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Figura R17: Andlisis de la reactividad seroldgica contra las isoformas TSSAIII y TSSAIV. A. Box-Plot
mostrando la reactividad de las distintas proteinas recombinantes generadas a partir de TSSAIII y TSSAIV.
Las muestras se analizaron estadisticamente usando el test de T-student con un nivel de confianza del 95%
(se indican los valores de p para cada comparacion) 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 funcién de la reactividad contra TSSAIII (verde) o TSSAIV (violeta) de todos los sueros TSSAII-
reactivos (n=82). Se indican los coeficientes de correlacion para cada poblacién. D. Cantidad de variantes de
epitopes A (A)y epitopes B (B) reconocidas por la poblacion de sueros ‘cross-reactivos’ (n=27)



Discusion

En el presente trabajo se desarrollaron y evaluaron nuevas herramientas moleculares con
aplicabilidad en el diagndéstico serolégico de la enfermedad de Chagas, basadas en el
antigeno polimoérfico TSSA de T. cruzi. En una primera instancia, y basados en resultados
previos obtenidos mayormente de nuestro laboratorio, se implementaron metodologias
bioinformaticas, de biologia molecular, microbiologia y bioquimica de proteinas para el
disefio racional, la generacioén, la expresioén, la purificacién y la caracterizacién preliminar
de diferentes variantes de TSSA (Figs Rl a R8). Estas variantes presentan diferente
configuraciéon epitopica: i) solo el epitope A, ii) solo el epitope B; iii) los epitopes Ay B, en su
disposicion 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 result6 la isoforma mas 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 generd 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 estadisticamente significativas (Fig R9). Los resultados de
seroprevalencia son coincidentes con estudios previos [52,57,59,60,68] y son atribuibles al
sesgo epidemioldgico en la poblacién de sueros analizada. Como ya se menciono, la
predominancia de los linajes TcII (cuyo genoma contiene ~10-14 copias de TSSAII) y TcVy
TcVI (cuyos genomas contienen ~10-14 copias de TSSAII y una Gnica 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 hipétesis, no mutuamente excluyentes: i) 1a probable
co-infeccién de algunos pacientes con cepas de distintos linajes, que ya ha sido reportado
[28]; ii) la expresion coordinada de los alelos de TSSA presentes en ambos haplotipos
(TSSAII y TSSAIII) en cepas hibridas [59]; y iii) 1a existencia de alglin grado de reactividad
cruzada entre las distintas isoformas de TSSA. El analisis de correlacién entre las
respuestas seroldgicas frente a las diferentes isoformas sugiere que, al menos en el caso de
TSSAIV, la reactividad cruzada podria ser un factor a considerar, especialmente en lo que
respecta al epitope A (Fig R17). Esta observacién va en linea 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 segin la matriz BLOSUMG62). Mas importante, esta
observacién también es consistente con el hecho de que el reconocimiento de anticuerpos
contra estas secuencias es relativamente mas permisivo a variaciones de residuos [68]. De
hecho, los sueros ‘cross-reactivos’ (aquellos que reconocen a méas de una isoforma de TSSA),



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

El anAlisis de las reactividades individuales de las proteinas TSSAII-A y -B permiti6 validar
la presencia de (al menos) 2 epitopes B lineales y discretos en TSSAII, los que serian
reconocidos por distintas poblaciones de anticuerpos (Figs R10 y R1l). La existencia de
multiples epitopes dentro de la regién central de TSSAII habia sido sugerida en base a
metodologias mas indirectas y/o menos robustas, como ser la evaluacién de unos pocos
sueros individuales en arreglos peptidicos [68] 0 ensayos de desplazamiento de anticuerpos
[57]. Los analisis realizados en este trabajo no solo validan la existencia de los epitopes Ay
B en TSSA sino que, ademas, revelan diferencias en su perfil serodiagndstico. En el caso de
TSSAII, por ejemplo, el epitope A resultd ser inmunodominante sobre el epitope B, tanto en
términos de reactividad como de seroprevalencia (Figs R10 y R11). Adema4s, se determiné
que un 50% de los sueros de la poblacién de sueros TSSAII-reactivos analizada presentan
reconocimiento exclusivo del epitope A, un 36,6% muestran reconocimiento mixto (Ay 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 mas relevantes para la
sensibilidad y la especificidad de los métodos de serotipificaciéon basados en TSSA vy, por lo
tanto, que la implementacién de moléculas presentando estos epitopes por separado
ayudaria a mejorar la resolucién de los mismos.

Uno de los hallazgos mas interesantes de nuestro trabajo es el impacto de separar los
epitopes A y B, los que estan 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 disposicion estructural nativa de los epitopes no ofrece
mayores impedimentos estéricos para su reconocimiento por anticuerpos (Fig R12). Al
realizar un analisis mas detallado, sin embargo, fue posible identificar tres subgrupos de
sueros basados en la relacién de la reactividad TSSA-Sp/TSSA ‘completa: un grupo
mayoritario (n=46) en los que esta relacién era cercana a 1, un segundo grupo (n=25) en el
que esta relacién era > 1, implicando un aumento de la reactividad en presencia del
espaciador y un tercer grupo, muy minoritario (n=11), en el que esta relacién era < 1,
implicando una disminucién de la reactividad en presencia del espaciador (Figs R13y 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 poblacion en particular, el espaciador si podria facilitar el acceso
de anticuerpos a estos epitopes en simultdneo, por lo que esta estrategia podria ser
considerada para el mejoramiento de las propiedades serodiagnésticas de TSSAII. Méas atn,
la evaluacién seroldgica de la proteina TSSAII-Sp permitidé ‘recuperar (diagnosticar



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

El analisis de los sueros en los que se observaba una disminucién de la reactividad en
presencia del espaciador revel6 que la mayor parte de ellos (n=8, 70%) eran diagnosticados
como ‘mnegativos’ 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 podria 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 podria
explicar estos resultados, aunque no favorecemos esta hipétesis debido a que estas
regiones son muy conservadas entre isoformas (Fig R2).

La proporcién 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 hip6tesis es que esto podria deberse a que las secuencias de los epitopes de estas
isoformas no fueron determinadas experimentalmente sino inferidas a partir de las de
TSSAIIL 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
epidemiolégico es fundamental.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a la caracterizacién antigénica de
TSSA vy, sobre todo, aportan informacién valiosa y posibles herramientas para la mejora de
los protocolos de serodiagnostico y serotipificacién basadas en esta molécula.



Conclusiones

e Se disefid, expreso, purificd y evalud serolégicamente un set de proteinas TSSA
recombinantes conteniendo diferentes configuraciones epitépicas.

e La poblacién de sueros analizada resulté mas reactiva contra TSSAII, lo que era
esperable de acuerdo a su sesgo epidemioldgico.

e La poblacién de sueros analizada mostroé reactividad exclusiva para TSSAII o
reactividad ‘cruzada’ para TSSAII y TSSAIII y/o TSSAIV.

e Los epitopes Ay B de TSSAII pudieron ser validados y resultaron bien definidos para
la mayoria de los sueros evaluados. Esto no se extiende a las otras isoformas
evaluadas, sobre todo a TSSAIV.

e El epitope A de TSSAII es mas prevalente y genera mayores reactividades que el
epitope IIB. Esta jerarquia inmunolégica se extiende a los epitopes de las isoformas
TSSAIII y TSSAIV.

e Los epitopes A de TSSA muestran mayor promiscuidad de reconocimiento
serologico en comparaciéon con los epitopes B, que son mas especificos.

e El agregado del espaciador en TSSAII mejora la performance diagnostica de esta
molécula (aumenta la reactividad de los sueros TSSAII-reactivos de epitotipo ABy

permite el rescate de sueros ‘falsos negativos’).



Anexos

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

Type of test  Diagnostic  Reagents Sample Limit of  Quantitative Clinical Clinical Observations
use storage and detection  results sensitivity specificity
transportation
Parasitological
Fresh blood  Acute CD NA 5-10 miL =500 parf  No <40% =08% Low eomplexity, but microscopy required;
peripheral whole  mL 15-30 min per preparation.
blood

Strout Acute CD MNA 5=10 mL NA No <50% =08% Low complexity. Involves two

peripheral whale centrifugation steps before microscopy.
blood Ideally, it should be done within 2 h of
blood collection.

MH/MM Acute (D, MNA 0.3-0.6 mL whole =50 par/ Mo 50% =98% Same as the other parasitological
congenital blood mL methods, it is microscopy-based, operator
(a1} dependent, has a low throughput

(15-30 min per determination), and the
time elapsed between sample collection
and examination is critical.

Molecular

PCR a) Acute CD Reagents must  a) 1-5 mL whole 05to1 Yes, upon J0-08% Acute  »=08% rtPCR assays based on satDNA or kDNA
and infection  be transported  blood (EDTA or parfmL including and congenital sequences. Require expensive equipment
reactivation, and stored at - GEB treated), depending  standard D; 50-65% in and molecular biology level fadlity, highly
congenital 20 °C biopsy samples, on DTU curve untreated trained personnel, and the cost of
[ay] cerebrospinal fluid chronic CD reagents is high (single determination
b) Post- b) 1-5 mL whole 35-70 USD).
treatment blood (EDTA
follow-up anticoagulated)

LAMP Acute (D, Room a) 30 pL liquid ajltos Mo 93-97% =94% LAMP assay based on satDNA sequence.
including temperature,  whole blood parfmL POC test, no major or expensive
congenital no cold chain - anticoagulated depending equipment required. Feasible at low-

[ay] required with heparine on DTU resource settings. ASSURED compliance.
b) Single 3-6 mm  b) 10 to 20 still need to be validated as a tool for
punch of whole  par/mL treatment follow-up. Estimate cost range
blood DBS in filter  depending 812 USD per determination.
paper on DTU
Serological®

HAI Congenital  Refrigerated Serum NA Yes 73-99% 60-97%  Lower cost and no need of equipment
=9 make of HAl a first diagnostic option in
months vast areas endemic to CD. But poorer
Chronic CD perfarmance than ELISA o IIF assays

described.

ELISA Congenital  Refrigerated Serum or plasma  NA Yes 28-99% =06% Better to use spectrophometer for read
(=9 out. Generally have a high performance
maonths. with SefSp > 95%; in regions like Bolivia
Chronic CD the agreement between ELISAs is nearly

perfect, but in Central America and
Mexico Se is <B0%. Market cost per
determination <3 USD.

IIF Congenital  Refrigerated Serum or plasma  NA Yes MNA" NA" Low throughput. Requires of fluorescent
=9 microscope and trained personnel. Used
months as tiebreaker test in reference
Chronic CD laboratories; it iz labor-intensive and

often based on in-house protocals.

CMIA Congenital  Refrigerated Serum or plasma  NA Yes =99% =59% High threughput capacity, operator-
=9 independence, and a. d
months functionality make it highly suitable for
Chronic CD blood bank screening. High cost of
Blood bank equipment and reagents limits its use to
screening centralized blood banks and high-

resource settings.
Type of test  Diagnostic  Reagents Sample Limit of  Quantitative Clinical Clinical Observations
use storage and detection  results sensitivity specificity
transportation
(Continued from previous page)

RDTs Congenital No cold chain  5-100 pl whole  NA Ner 27-99% 87-97% POC tests with results turnaround within
(=9 blood finger- 1 h; easy-to-use and no equipment
months pricked required. Performance feasible at low-
Chronic CD resource settings (ASSURED compliance),

and market costs ranging 2 to 8 USD per
single test.



Figura Suplementaria 1: Mapa del pldsmido pGEX-TSSAII-Sp. Se indican los sitios de corte de las enzimas
de restriccion de interés en este trabajo (EcoRI - naranja, BamHI - verde, Xhol - rosado, Kpnl - celeste), las
secuencias codificadas en este plasmido (GST, Lacl, AmpR, epitopes TSSAII-A y TSSAII-B, espaciador), los
promotores y el origen de replicacion.
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Figura Suplementaria 2: Estructura de los constructos contenidos en los vectores pGEX-TSSAIII-Sp y

SAIV-Sp. Ay B. Secuencia de ADN (arriba)y proteina (debajo) de los distintos ‘médulos’: epitopes A (I1I-A
verde oscuro y IV-A violeta oscuro), espaciador (spacer, en amarillo), epitopes B (I1I-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

restriccion relevantes y los sitios de pegado de los oligonucledtidos pGEXfw (rojo) y pGEXrev (azul). Los

nucleétidos en miniisculas no corresponden a TSSA ni a sitios de restriccion.



TSSAII-A:

1080 1161
PGEX-I-Sp CCATCCTCCARARTCGGATCTGGETTCCGOGT GEATCCACGCCACCTTCTGGTACGGARRRTARACCAGRATTCTgaRCTCGA
PGEXfW—' CCAT CC T CCARAR T GGATCT GG T T O G T AT O CAC GO CACC T T TGG TACGGARRATARACCAGARATTCTGARCTCGA
POEXTY . EASENT R A ANTECEA T TECE T ISR SN 8. SO CACCNTC TG TACGGABEA TAAACC ARAATTCTGARCTCGA

1162 1215
PGEX-1I-5p GCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGOGTTTCGGTGATGACGS
POEN i me—t G GGCCGCATCGTGEC TGECTGACGATCTGONTCGE
POEKIY st GCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTOGCGOGTTTCGGTGATGACGS

TSSAII-B
1144 1206
PGEX-I-Sp aACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTG
POEX{W mt p 3 CBC GAGCGGCCGCATCGTGEC TGEC TGACEENEECRCRRGAGECRETENGEG A T CHTIEET

POEXTY ey AACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTG

TSSAIII-A:

GEXUII-S 1100 1181
P P ATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAARACCTCTGACACATGCAGCTOCCGEAGACGETCACAGCTTGTCTGTARG

P oy ey T G CTCOCIC T OG- === == === === === sssmesmsemamsamamensasesamasemsmnnns
[ﬂ.‘i‘E.XI\" ey ATCTGCCTCGCGCGTTTCAGGTGATGACGGTGARAACCTCTGACACATGCAGCTCOCGOAGACGETCACAGCTTGTCTGTARG

1182 1203

"g E”‘E: : FIII-SP COGATGCCGERAGCAGACAAGT

POEXTY mmm—y CGGATGCCGGGAGCAGACAAGT

TSSAIII-B:

GEX-1I1-Sp 24m 2552
ATCTGET TCCGCGTEEATCCAAAGC MG TG AGGGGAAGCTCCATCTCCATCTTGAATTCTgaACTCGAGCGGCCGCATOGT

POEX iy m— ATCTGGTTCCGOGTGEATOCARARC A T AGGGGARGC TCCATCTCCATC TTGAATTHTGARC TCGAGCGGCCGRATCET
POEXTY sy G T T OO OO GTOORT OO AR ACC TR AGGLCARCCTCCATCTCCATC TTCART TCTGARC TCGRAGLGLGECGEATOGT

pGEX-1II-Sp 25531 2362

PUEXTW s g cac il
p:]E){ru — GACTGACTGA

TSSAIV-A:



11132
PEEXAV-50  CTCCAARATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCACGOCACCTTICTGGTACGS
DGEX fiy memt CTCCAARATCGS 5
pGEXrv BEECEEAATCGGAT

PGEX-IV-5p i-l.gir-::‘.u:'rn:r’ CGATCTGCCTCGOGOGTTTC
POEXTW st o o TG TGACTGACTGACGATCTGCCTOGCGOGT

POEXTY ey CECATCETGACTGACTGACGATCTGCCTCGOGCGTT

TSSAIV-B:

1166
pGEX-IV-5p CCGCGTGaATCCAAAAC AGCTGCAGGGGAAGCTCCATC TCCATC TLGAATTC TgahT
pGEXfw — CoTGGATCCARRACAGC TGCAGGGGAAGC TCCATCTCCATCTTGAATTETGARCT
pGEKn' CABRCE R A S - T T O e T AT AR R A A T A GG ARG TCCATCTCCATCTTGAATTCTGARCT

pGEX-IV-5p 116 1195

PUEN w m—— GEATCETGASTGACKEACHS
PIEXIY ey CGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGA

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

1193
GOTACGGACAAGRARACAGARTTCTQaAC TOGAGLGHE
GGTACGGACAAGARAAMACAGARTTCTGAACTOGAGLGRE
TTCTGGTACGGACARGARARACAGARTTCTGAACTCGAGCGRC
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