Universidad Nacional de San Martin (UNSAM)

Instituto de Investigaciones Biotecnologicas (IIBio)

Caracterizacion de la familia de

antigenos TolT de 7. cruzi

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctora en Biologia

Molecular y Biotecnologia de la Universidad Nacional de San Martin

Autora: Lic. M Maite Lobo

Director: Dr. Carlos Andrés Buscaglia

2024



A mis padres, por la vida y su amor incondicional.



Agradecimientos

A mis padres, Mabel Albarracin y Héctor Lobo, por educarme, cuidarme (y malcriarme).

A Nahuel Costamagna, por la vida compartida, el amor, la paciencia y la sobredosis de café.
A mis amigas random: Florencia Burasi, Nayla Camarata, Ivana Ducrey, Katherine Field y
Micacela Toniolo, por los consejos y abrazos.

A Monica Cendali y Miguel Costamagna, por ser excelentes ‘segundos padres’ y por el
apoyo cotidiano.

A José Suriano, el teacher, por las ensefianzas y el aliento.

A la banda sonora de este manuscrito: Ahyre, Divididos, Duratierra, José Luis Aguirre, Nathy

Peluso, Raly Barrionuevo, Residente, Silvana Estrada, Taylor Swift, Triangula, entre otros.

A Carlos Buscaglia, por la oportunidad y el soporte profesional durante todos estos afios.

A La Buscaloneta: Manuel Abal, Virginia Balouz, Camila Centeno Camean, Lucia Celay,
Aldana Cepeda y Guadalupe Romer, por lo compartido a lo largo de tantos dias; sin quienes
esto no seria posible.

A Nelly, por endulzar mis mananas y hacerme reir.

A Cecilia Szibener, por la comprension total.

A El mejor segundo piso, por la compaiiia, el chusmerio, los mates, los churros, etc.

Al IIBio en general, y particularmente a todo aquel que alguna vez me brind6 su ayuda.

A quienes colaboraron profesionalmente: Agustina Chidichimo y Liliana Sferco, por las
recomendaciones y el cuidado de mis bichos; Juan Mucci, por facilitarme el antisuero
Anti-TolT-A generado en rata; Fabio Fraga y personal del bioterio, por la inmunizacion de
animales; personal de administracion y mantenimiento, por la atencion y asistencia diaria;
Gabriela Gomez, por el asesoramiento y servicio de dicroismo circular.

A la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica y al Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas, por el financiamiento.

A la Universidad Nacional de San Martin, universidad publica, gratuita y laica, por la

posibilidad de realizar un doctorado.



Resumen

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la Enfermedad de Chagas, una zoonosis
desatendida de gran relevancia médica y socioecondmica en América Latina y un problema
emergente para la salud publica global. Actualmente, no existen vacunas ni farmacos
apropiados para el tratamiento de esta enfermedad, y los métodos de diagndstico disponibles
presentan serias limitaciones. Ademas, debe considerarse que este pardsito tiene una
estructura poblacional compleja, compuesta por multiples cepas que presentan diferencias
genéticas, eco-epidemiologicas y biologicas (susceptibilidad a drogas, composicion
antigénica, tropismo tisular, virulencia en modelos animales de infeccion, etc.) que pueden
afectar su dindmica de transmision, la eficacia del tratamiento y la evolucion clinica de la
enfermedad.

TolT es un antigeno de 7. cruzi de estructura aparentemente simple (en su descripcion
original de 1990 se mostroé que estaba codificado por tres genes casi idénticos dispuestos en
tandem) y con expresion restringida al flagelo del estadio tripomastigote infectivo. A lo largo
de los afios, diversos estudios revelaron su potencialidad para el desarrollo de aplicaciones
serodiagnosticas y terapéuticas. La recurrente identificacion de secuencias TolT en bases de
datos ‘omicas’ del pardsito sugiere que este antigeno presenta una gran variabilidad intra- e
inter-cepas y que cumple roles relevantes en la biologia del parasito. En vista de la urgente
necesidad de biomarcadores, y teniendo en consideracion la abundancia de herramientas
moleculares y celulares generadas para el analisis de 7. cruzi en los Gltimos afios, planteamos
como objetivo general de esta Tesis la re-evaluacion antigénica y funcional de TolT.

Primeramente, se explord su diversidad genética, utilizando herramientas
bioinformaticas y los genomas disponibles de 7 cruzi. Se gener6 una base de datos curada de
aproximadamente 190 secuencias TolT, incluyendo genes y pseudogenes; que se clasificaron
en tres grupos principales (A, B y C). Estos grupos muestran una distribucion diferencial
entre cepas de 7 cruzi, asi como distintas propiedades estructurales, bioquimicas y
antigénicas. Con cierta variabilidad, también se identificaron secuencias TolT en otros
tripanosomatidos relacionados. A partir de estos datos y de exhaustivos mapeos genéomicos,
se logro capturar de manera fehaciente la amplitud y complejidad de la familia multigénica
TolT, planteandose una hipotesis sobre su evolucion.

Para la caracterizacion de las proteinas TolT se utilizaron enfoques bioinformaticos y
bioquimicos. En términos generales, las TolT cuentan con un péptido sefial clivable, un

motivo de anclaje a la capa externa de la membrana lipidica mediante la adicion de un grupo
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glicosilfosfatidilinositol y multiples sitios potenciales de N-glicosilacion, todas firmas de
localizacion en superficie y/o secrecion en tripanosomatidos. También se describe la
aplicacion de un sistema genético basado en la expresion homologa en 7. cruzi para ahondar
en la caracterizacion molecular de TolT.

Para la caracterizacion estructural se utilizaron herramientas de modelado molecular y
ensayos de dicroismo circular. Para todos los grupos de TolT se propone una configuracion
tridimensional comun (que a su vez es similar a la descrita para las proteinas TolA
bacterianas), ensamblada a partir de hélices o que se disponen formando una ‘cabeza’
N-terminal y un ‘tallo’ C-terminal, que facilita el espaciamiento respecto a la membrana
plasmatica del parasito. Mediante la generacion de proteinas recombinantes con mutaciones
puntuales, se explord también el rol de residuos cisteinas absolutamente conservados en la
estabilizacion de la ‘cabeza’ N-terminal de las TolT.

Se analizo la expresion, tanto a nivel de ARNm como de proteina, y la localizacion
subcelular de las TolT en los distintos estadios del ciclo de vida de T cruzi. En
tripomastigotes, los tres tipos de moléculas se localizan en la superficie del flagelo, en la zona
de contacto entre esta estructura y el cuerpo del parasito. TolT-A y -B presentan un patron
punteado, aunque con minima co-localizacion entre ellas; mientras que TolT-C presenta una
distribucion continua. También se demostrd la expresion de las TolT en amastigotes, donde
muestran una localizacion diferencial, aunque invariablemente intracelular.

En la ultima seccion, se describe de manera exhaustiva el perfil antigénico de las
proteinas TolT, con la idea de optimizar su uso como reactivo serodiagnodstico. Utilizando
ensayos inmunoquimicos basados en microarreglos de péptidos y/o proteinas recombinantes,
se definieron sus epitopos B lineales y los tipos de reconocimiento por anticuerpos presentes
en sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas provenientes de distintas zonas endémicas.

Finalmente, se presenta una discusion global de los resultados obtenidos, sus
limitaciones y potencialidades, y su articulacion en el marco del conocimiento actual sobre la
biologia de T. cruzi y el diagnostico y tratamiento de la Enfermedad de Chagas. Si bien atn
quedan desafios por delante, los hallazgos presentados en esta Tesis contribuyen al desarrollo
e implementacion de estrategias conducentes a un mejor control de esta enfermedad de gran

impacto regional.
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Abstract

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease, a neglected zoonosis of
significant medical and socioeconomic relevance in Latin America and an emerging problem
for global public health. Currently, there are no vaccines or appropriate drugs for treating this
disease, and the available diagnostic methods display serious limitations. Additionally, it
should be considered that this parasite has a complex population structure, made up of
multiple strains that exhibit genetic, eco-epidemiological, and biological differences (drug
susceptibility, antigenic composition, tissue tropism, virulence in animal infection models,
etc.) that can affect its transmission dynamics, treatment efficacy, and clinical evolution of
the disease.

TolT is a T cruzi antigen with an apparently simple structure (in its original
description from 1990, it was shown to be encoded by three nearly identical genes arranged
in tandem) and expression restricted to the flagellum of the infective trypomastigote stage.
Over the years, various studies have revealed its potential for the development of
serodiagnostic and therapeutic applications. The recurrent identification of TolT sequences in
parasite's ‘omics’ databases suggested that this antigen exhibits significant intra- and
inter-strain variability and plays relevant roles in the parasite’s biology. Given the urgent need
for biomarkers, and considering the abundance of molecular and cellular tools generated for
the analysis of 7. cruzi in recent years, the general objective of this PhD Thesis is the
antigenic and functional re-evaluation of TolT.

Firstly, its genetic diversity was explored using bioinformatics tools and the available
T cruzi genomes. A curated database of approximately 190 TolT sequences, including genes
and pseudogenes, was generated and classified into three main groups (A, B, and C). These
groups show differential distribution among 7. cruzi strains, as well as different structural,
biochemical, and antigenic properties. With some variability, TolT sequences were also
identified in other related trypanosomatids. Based on these data and exhaustive genomic
mappings, the breadth and complexity of the TolT multigene family were accurately
captured, and an hypothesis about its evolution was proposed.

For the characterization of TolT proteins, bioinformatic and biochemical approaches
were used. In general, TolT proteins feature a cleavable signal peptide, an anchor motif to the
outer layer of the lipid membrane through the addition of a glycosylphosphatidylinositol
group, and multiple potential N-glycosylation sites, all signatures of surface localization

and/or secretion in trypanosomatids. The application of a genetic system based on
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homologous expression in 7. cruzi for in-deph molecular characterization of TolT is also
described.

For structural characterization, molecular modeling tools and circular dichroism
assays were used. A common three-dimensional configuration is proposed for all TolT groups
(which is similar to that described for bacterial TolA proteins), assembled from a-helices
forming an N-terminal 'head' and a C-terminal 'stem', facilitating the spacing from the
parasite's plasma membrane. By generating recombinant proteins with point mutations, the
role of absolutely conserved cysteine residues in stabilizing the N-terminal 'head' of TolT was
also explored.

The expression, at both mRNA and protein levels, and the subcellular localization of
TolT in the different stages of the 7. cruzi life cycle were analyzed. In trypomastigotes, all
three types of molecules are located on the flagellum's surface, at the contact zone between
this structure and the parasite's body. TolT-A and -B show a dotted pattern, although with
minimal co-localization between them, while TolT-C displays a continuous distribution. The
expression of TolT in amastigotes was also demonstrated, where they exhibit differential but
invariably intracellular localization.

In the last section, the antigenic profile of TolT proteins is exhaustively described,
aiming to optimize their use as serodiagnostic reagents. Using immunochemical assays based
on peptide microarrays and/or recombinant proteins, their linear B epitopes and antibody
recognition types present in sera from Chagas disease patients from different endemic areas
were defined.

Finally, a comprehensive discussion of the obtained results, their limitations and
potential, and their integration within the current knowledge of 7. cruzi biology and Chagas
disease diagnosis and treatment is presented. Although challenges remain ahead, the findings
presented in this PhD Thesis contribute to the development and implementation of strategies

leading to better control of this disease with significant regional impact.
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Abreviaturas

aa: Aminoacido.

ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADNg: ADN genomico.

ADNk: ADN del kinetoplasto.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

BCY84: T cruzi clon Dm28c 2017.
BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool.

C3747: T. cruzi clon TCC.

C4B63: T. cruzi clon Dm28c 2018.
CBB: Coomassie Brilliant Blue.

DE: Desvio estandar.

DQO4: T. grayi ANR 4.

DTT: Ditiotreitol.

DTU (Discrete Typing Unit): Unidad
discreta de tipificacion.

ECCO02: T. cruzi clon Berenice.
ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay): Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas.

fw: Forward.

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa.

GPI: Glicosilfosfatidilinositol.

GST: Glutation-S-Transferasa de
Schistosoma japonicum.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta.
IgG: Inmunoglobulina G.

LSMO04: T. melophagium StKilda.
Mr: Masa molecular.

nt: Nucleotido.

ON (overnight): Toda la noche.

PBS (phosphate buffer saline): Buffer
fosfato salino.

PBST: PBS con 0.05% (v/v) Tween 20.
PCR (polymerase chain reaction):
Reaccion en cadena de la polimerasa.
rv: Reverse.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

SOEing PCR: Splicing by
overlap-extension PCR.

SP (signal peptide): Péptido senal.
Tc MARK: T! cruzi marinkellei B7.
Tc SYL: T cruzi clon Sylvio X10/1.
TcBol: T, cruzi clon BOL-FC10A.
TcBrA4: T, cruzi clon Brazil A4.
TcCLB: T cruzi clon CL Brener.
TCDM: T. cruzi clon Dm28c 2014.
TcJoselulio: 7. cruzi clon Jose Julio.
TecMT3663: T. cruzi clon MT3663.
TcRA: T cruzi clon RA.

TeYC6: T. cruzi clon YC6.

TM35: T theileri isolate Edinburgh.
TRSC58: T. rangeli clon SC58.
WB: Western blot.

WT: Wild type.
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Introduccion

Clase kinetoplastida y tripanosomatidos

La clase Kinetoplastida (Eukaryota, Excavata, Euglenozoa) comprende a un grupo diverso de
protozoos, organismos eucariotas unicelulares, caracterizados por la presencia de una
organela Unica denominada kinetoplasto, la cual contiene multiples copias de acido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial dispuestas en una compleja red [1]. Los
kinetoplastidos exhiben una amplia distribucion y abarcan tanto organismos de vida libre
como parasitos de plantas y animales, incluido el ser humano. La clase Kinetoplastida se
divide en varios ordenes, entre los que se incluye a Trypanosomatida, compuesto por
organismos uniflagelados que exhiben una amplia variedad de morfologias y un kinetoplasto
relativamente pequefio (comparado con otros Kinetoplastida como, por ejemplo,
Trypanoplasma spp. o Perkinsela spp. [1]). La mayoria de los tripanosomatidos son parasitos
obligados, algunos de gran relevancia médica y/o veterinaria [2]. Particularmente,
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), Leishmania spp. y Trypanosoma brucei spp. son patdgenos de
superlativa importancia sanitaria como agentes etiologicos de la Enfermedad de Chagas
(Tripanosomiasis Americana), los distintos tipos de Leishmaniasis y la Enfermedad del suefio
o nagana (Tripanosomiasis Africana), respectivamente. Estas se encuentran categorizadas
dentro de las enfermedades tropicales desatendidas (Neglected Tropical Diseases), afectando
a millones de personas (y animales) en el mundo y con un gran impacto social y econémico
en los paises endémicos [3].

Ademas de la intrincada arquitectura del ADN mitocondrial (ADNKk) que los define,
los tripanosomatidos poseen otras caracteristicas biologicas relevantes y distintivas en cuanto
a por ejemplo, su estructura gendmica, transcripcion génica, metabolismo y organizacion
celular. Entre ellas, cabe mencionar: i) la alta plasticidad genomica, que determina incluso la
tolerancia a diferentes eventos de aneuploidia parcial o total en sus cromosomas [4]; ii) la
compartimentalizacion del genoma nuclear en subdominios ‘core’ (conservados y sinténicos
entre tripanosomatidos) y ‘disruptivos’, que segregan de los anteriores por posicion (tienden a
agregar hacia los sub-telomeros de los cromosomas, al menos en 7. brucei y Leishmania),
contenido de GC, composicion génica y modificaciones epigenéticas [4—6]; iii) la edicidon de
acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) mitocondriales, en forma de insercion y/o delecion
de uridinas [7]; iv) la transcripcion policistronica de los genes nucleares, que esta a su vez
acoplada a un mecanismo de frans-splicing por adicion de una secuencia (Ilamada mini-exon)

absolutamente conservada para generar los ARNm maduros [8—11]; v) la casi total ausencia
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de intrones y promotores para ARN polimerasa II; vi) la presencia de organelas
especializadas, denominadas glicosomas, donde se compartimentaliza y, por lo tanto, se
maximiza la eficiencia de la glicdlisis [7] o vii) la presencia de un ‘glicocalix’, una densa
capa de glicoconjugados en su cubierta, con implicancias en la evasion de la respuesta
inmune y en la patogenicidad [12]. Todas estas particularidades (mas otras que no han sido
mencionadas aqui), y el hecho de constituir una rama ancestral en el linaje de los eucariotas,
convierte a los tripanosomatidos en organismos sumamente interesantes desde el punto de

vista biologico y evolutivo [1].

T cruzi y Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana, cominmente llamada Enfermedad de Chagas, es causada por
la infeccion con 7. cruzi [13]. En zonas endémicas, este parasito se transmite principalmente
a través de la picadura de la ‘vinchuca’, un insecto hematofago de amplia distribucion en
América Latina; aunque también puede ocurrir por consumo de alimentos o bebidas
contaminadas con el parasito, de madre a hijo durante el embarazo o el parto, asi como a
través de transfusiones de sangre o trasplantes de 6érganos a partir de donantes infectados.

Una vez que el parasito entra en el organismo, tras un periodo de incubacion de 5 a 40
dias, entre el 10 y el 30% de los individuos infectados manifiestan los sintomas de la etapa
aguda de la enfermedad. El mas frecuente es la aparicion de un edema en el sitio de infeccion
denominado ‘Chagoma’; o bien, cuando la entrada es por la conjuntiva ocular, de un edema
palpebral unilateral caracteristico denominado ‘Signo de Romafia’ (Fig. I1) [14,15]. Estas
manifestaciones facilitan el diagnostico de la enfermedad, aunque es comun que la misma se
presente de manera subclinica o asociada con sintomas inespecificos como dolor de cabeza,
fiebre, dolor estomacal, anorexia, entre otros. La tasa de mortalidad de la Enfermedad de
Chagas aguda es del 5 al 10%, siendo las victimas mas frecuentes los nifios que desarrollan
miocarditis o meningoencefalitis [14,15]. La fase aguda, caracterizada por altos niveles de
parasitemia, concluye cuando se alcanza un equilibrio patéogeno-hospedador en el cual el
nimero de parasitos circulantes se reduce drasticamente y se produce la ‘seroconversion
positiva’ o ‘seropositivizacion’: un aumento significativo de la reactividad humoral contra
distintos antigenos de 7. cruzi.

En ausencia de tratamiento con las drogas disponibles (Nifurtimox y Benznidazol),
los pacientes evolucionan hacia la fase cronica de la enfermedad. La mayoria de ellos
permanecen asintomaticos durante sus vidas, aunque representan una potencial fuente de

transmision y pueden sufrir una reactivacion de la infeccion si son inmunosuprimidos [16].



Introduccion

Mas importante aun, aproximadamente el 30% de las personas infectadas con 7. cruzi
desarrollan, al cabo de varios afios, manifestaciones clinicas caracteristicas de la fase cronica
de la enfermedad, que incluyen, entre las patologias mas comunes, las cardiomiopatias y

desoérdenes gastrointestinales como megaesofago y megacolon (Fig. 1) [13].

Los epimastigotes se diferencian
en tripomastigotes metaciclicos

Los ripumastigotes se
diferencian en epimastigotes,
los cuales se replican por fisién
binaria en el intestino medio

Los tripomastigoles metaciclicos
excretados con las heees ingresan
en las heridas por mordedura o en
las membranas mucosas

El vector triatomino se
alimenta de sangre e
ingiere tripomastigotes

v

Los amastigotes intracelulares se
transforman en tripomastgoles,
luego rompen la célula huésped e
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Signo de Romaria

Chagoma

Los tripomastigotes pueden
infectar otras eélulas ¢ iniclar
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X
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ingreso v, dentra de ellas, se
transforman en amasligoles

Figura I1: Ciclo de vida de 7. cruzi. Adaptado de [17].
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De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la Enfermedad de Chagas es
endémica en 21 paises de América [13]. En los Gltimos afios, ademas, y debido a fenomenos
migratorios humanos, se ha registrado un aumento en el numero de casos en paises no
endémicos (donde no se encuentran los insectos transmisores), convirtiéndose en un
problema emergente de la salud publica global [18]. La deteccion y el seguimiento de los
pacientes con Enfermedad de Chagas representan un gran desafio debido a la variedad de
presentaciones clinicas, la prolongada fase asintomatica en la mayoria de los casos cronicos
y, sobre todo, a las deficiencias estructurales de los sistemas de salud en regiones endémicas.
La ausencia de marcadores especificos y sensibles limita la capacidad para realizar un
diagnostico preciso en las fases tempranas, monitorizar adecuadamente la respuesta al
tratamiento, predecir la evolucion hacia manifestaciones cronicas severas y desarrollar

nuevas drogas y/o terapias contra este patogeno.

Ciclo de vida de T. cruzi

T. cruzi posee un ciclo de vida digenético, que alterna entre un insecto vector (Subfamilia:
Triatominae, Familia: Reduviidae, Orden: Hemiptera) y un mamifero hospedador (doméstico
o salvaje, incluyendo al hombre), y consta de varias formas de desarrollo o estadios, que
maximizan su adaptacion y sobrevida en los distintos nichos en los que se desarrollan. Los
tripomastigotes sanguineos son las formas circulantes, infectivas y no replicativas, presentes
en el hospedador mamifero y consumidas por el insecto hematdfago durante la ingesta de
sangre (Fig. I1). En el tracto digestivo anterior de la vinchuca, los tripomastigotes sanguineos
se diferencian extracelularmente en epimastigotes, forma replicativa no infectiva. Los
epimastigotes se adhieren a la pared de la ampolla rectal, donde se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos (bioquimica y morfologicamente distintos a los tripomastigotes
sanguineos), forma no replicativa que transmite la infeccion al hospedador mamifero al
depositarse junto con la excreta en la herida resultante de la picadura o en las mucosas (Fig.
I1). Los tripomastigotes metaciclicos son capaces de infectar una amplia variedad de células
nucleadas en el hospedador mamifero [19], donde se diferencian en amastigotes, forma
replicativa que tras varias rondas de division binaria se transforman nuevamente en
tripomastigotes sanguineos (Fig. I1). Estos se liberan al medio extracelular, a la circulacion
sanguinea y a la circulacion linfatica, siendo capaces de invadir nuevas células y diseminar la
infeccion. La repeticion de esta ronda de invasion y replicacion intracelular desencadena la
fase aguda de la enfermedad. Eventualmente, los tripomastigotes sanguineos son ingeridos

por un insecto, cerrando asi el ciclo (Fig. I1) [20].
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Diversidad genética de 7. cruzi

Las variaciones geograficas en la prevalencia y gravedad de las diferentes formas clinicas de
la Enfermedad de Chagas han sido asociadas con aspectos inmunologicos y/o genéticos de las
diversas poblaciones humanas, con la via de entrada del parasito y con la coexistencia de
otras infecciones. En los ultimos afios, ademas, se ha puesto el foco en el posible rol de la
variabilidad genética del parasito en este fendomeno.

Brevemente, y en gran medida debido a su propagacion mayormente clonal, 7. cruzi
presenta una poblacion altamente estructurada, compuesta por multiples cepas o aislamientos
que muestran una gran diversidad genética entre ellos [21,22]. La primera clasificacion se
establecid en una Reunion Satélite llevada a cabo en Fiocruz en 1999 [23], donde se
definieron dos subgrupos principales de cepas denominados 7. cruzi 1y T. cruzi Il (Fig. 12.A).
Esta clasificacion se propuso considerando caracteristicas bioldgicas y bioquimicas, asi como
enfoques moleculares, como los polimorfismos en los genes que codifican para el mini-exon
y el ARN ribosomal 24Sa. Diez afios mas tarde, a través de la implementacion de andlisis de
genotipificacion multilocus, se reveld la presencia de seis unidades discretas de tipificacion
(Discrete Typing Units, DTUs) [21], las cuales se clasificaron en dos subdivisiones
principales llamadas DTU I y DTU II. Las DTUs se definen como ‘conjunto de cepas
genéticamente mas relacionadas entre si que con cualquier otra y que son identificables por
marcadores genéticos, moleculares o inmunoldgicos comunes’ [24]. Ademas, basandose en
informacion filogenética obtenida a partir de electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) y
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), la DTU 1I se dividi6 en cinco DTUs
(ITa-e) [25,26], correspondiendo las DTUs I y IIb a los grupos 7. cruzi 1y T. cruzi 11 de 1999,
respectivamente (Fig. 12.B). Esta nueva clasificacion consideré a las DTUs I y IIb como
ancestrales, a las Ila y Ilc como hibridos ancestrales y a las IId y Ile como productos de un
minimo de dos eventos de hibridacion [27-29]. Sin embargo, una segunda revision en ese
mismo afio (2009) propuso una clasificacion final en seis DTUs, llamadas Tcl a TcVI (Fig.
12.C) [21]. En este caso, las Tcl y Tcll eran las DTUs ancestrales; Tclll y TelV, aquellas con
al menos un evento aparente de recombinacion entre Tcl y Tcll (hibridos homocigotos); y
TcV y TcVI, hibridos heterocigotos surgidos a partir de eventos relativamente recientes de
recombinacion entre parentales Tcll y Tclll. Un nuevo grupo de cepas, muy divergentes y
detectadas inicialmente en murciélagos, también se incluyo en la clasificacion como TcBat
[30]. Con estudios posteriores basados en diversos marcadores moleculares, se propuso

considerarla como la séptima DTU [31]. Finalmente, debe mencionarse que en 2016 se
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cuestion6 la validez estadistica de esta clasificacion (Fig. 12.D) [32]. Una reconstruccion
filogenética basada en la variacion intraespecifica de secuencias mitocondriales llevo a
proponer la existencia de tres grupos de cepas en 7. cruzi: los mtTel y mtTell, como
ancestrales; y el mtTclll, que agrupa todas las cepas hibridas. TcBat se incluyé como un

grupo independiente, aunque filogenéticamente relacionado con mtTcl.
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Figura 12: Esquema de la evolucion de la clasificacion de 7. cruzi. A: Resultado de la
reunion de 1999; B: Primer consenso en 2009; C: Segundo consenso en 2009; D:
Clasificacion alternativa en 2016. Adaptado de [33].

Actualmente, tras diversos estudios de tipificacion molecular realizados en multiples
aislamientos o cepas del parasito, la clasificacion mas aceptada identifica al menos seis
linajes evolutivos o DTUs (Tcl a TcVI; Fig. 12.C). Aunque se han propuesto varios modelos
alternativos para explicar la evolucion de 7. cruzi, todos coinciden en la ancestralidad de Tel
y Tcll, y en que TcV y TcVI resultan de eventos de hibridacion ‘reciente’ entre los parentales
Tcll y Tclll (Fig. 13) [34]. Estos linajes evolutivos o DTUs muestran fenotipos muy diversos
en cuanto a infectividad en el insecto vector; diferentes pardmetros relacionados con la
invasion y multiplicacion intracelular en el hospedador mamifero (determinados in vitro);
susceptibilidad a drogas; tropismo tisular; y/o virulencia en modelos animales definidos
[35-38]. Mas aun, aunque la situacion eco-epidemioldgica no esta completamente definida,
diversos estudios sugieren diferencias en la distribucion geografica, asi como en el rango de
hospedadores mamiferos y especies de insectos vectores de las distintas DTUs. Los linajes
Tclll y TclV se encuentran principalmente asociados a ciclos de infeccion selvaticos (con
TclV mas representado en el norte de Sudamérica, asi como en Centro y Norteamérica),

mientras que Tcll, TcV y TcVI parecen estar relacionados con ciclos de infeccion



Introduccién

peridomésticos y/o domésticos, sobre todo en el extremo sur de Sudamérica [37,39,40]. Tcl,
en cambio, presenta una distribucion ubicua, siendo una de las DTUs mas prevalentes tanto
en ciclos selvaticos como domésticos. Ademas, y debido a su ancestralidad, Tcl es una de las

DTUs con mayor variabilidad interna.

A. Doble hibridacion B. Tres ancestros
Tc ancestral Tc ancestral
Tel Tell /
Hibrido /II Tel Tell Telll
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o ibrido ibrido
Hibrido 11/111 WIIL /LD

Tl TeIll Tell Tel | [TerT TelTl -

Figura I3: Modelos evolutivos de las DTUs de 7. cruzi. Esquema comparativo de los
modelos de ‘doble hibridacion’ y ‘tres ancestros’. Las distintas DTUs se indican dentro de
rectangulos de distintos colores mientras que los eventos de hibridacion se indican con
ovalos con los parentales unidos por lineas rojas. Adaptado de [34].

Aspectos genomicos de 7. cruzi

En el ano 2005, se reportd el primer genoma de 7. cruzi, correspondiente a la cepa hibrida CL
Brener (TcVI). Este genoma estd representado por dos conjuntos de contigs, cada uno
derivado de un haplotipo parental, conocidos como 'Esmeraldo-like' o non-Esmeraldo-like'
[41]. Esta primera version revel6 una gran complejidad, con mas del 50% del genoma
compuesto por secuencias repetitivas, elementos transponibles, ADN satélite y grandes
familias multigénicas (ver mas abajo), que en su conjunto conforman lo que posteriormente
se defini6 como el compartimento ‘disruptivo’ [5]. Estas caracteristicas, junto con la
naturaleza hibrida de CL Brener, resultaron en un ensamblaje del genoma altamente
fragmentado [41], que, aunque no alcanzd la calidad esperada, ha servido de referencia para
numerosas investigaciones durante varios afios. Con el advenimiento de las técnicas de
secuenciacion masiva, se obtuvieron los genomas de organismos filogenéticamente
relacionados, como Trypanosoma cruzi marinkellei [42], Trypanosoma rangeli [43], T. brucei
[44] y distintas especies de Leishmanias [45], asi como de otras cepas de 7. cruzi
correspondientes a distintas DTUs, entre las que se encuentran Y (Tcll), Sylvio X10/1, Gy

Dm28c (todas ellas Tcl) [46-49]. Mas recientemente, la utilizacion de métodos de
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secuenciacion de tercera generacion (next-generation sequencing, NGS), basados en lecturas
largas (PacBio, Nanopore), ha mejorado sustancialmente el ensamblaje de los genomas de 7.
cruzi 'y, sobre todo, la resolucion de sus regiones repetitivas [46,50]. Estos avances
permitieron obtener ensamblajes de alta calidad de los genomas de cepas como Berenice
(Tell), TCC (TeVI), Y, Brazil A4 (Tcl) y Dm28c [5,50-52]. La anotacion funcional de estos
genomas, sin embargo, en muchos casos no esta disponible o consiste en una migracion de
anotaciones espurias y erroneas de otros genomas usados como referencia, particularmente el
de CL Brener. Como consecuencia, las busquedas bioinformaticas suelen ser poco
informativas, lo que dificulta la realizacion de estudios de genomica funcional en este
organismo y obliga a los investigadores a realizar analisis exhaustivos y correcciones

manuales de novo [53,54].

Familias multigénicas de 7. cruzi

T cruzi se distingue (aun entre los propios tripanosomatidos) por poseer varias familias
multigénicas, algunas de las cuales contienen cientos de miembros con menor o mayor grado
de polimorfismos entre ellos, lo que contribuye a la naturaleza repetitiva del genoma del
parasito. La mayoria de estas familias multigénicas codifican para proteinas de superficie
(glicocalix) que desempefian diversos roles en el ciclo de vida del parasito, en su interaccion
con el insecto vector y/o con el hospedador mamifero, y/o en su patogenia. Estos roles van
desde el establecimiento de una interaccion efectiva con la célula blanco (adhesion,
sefalizacion, internalizacion, replicacion, co-optacion de mecanismos y/o vias de
sefalizacion, etc.), hasta la proteccion contra el sistema inmune del hospedador. Al considerar
a todas las cepas en conjunto, la familia multigénica mas ampliamente representada es la de
las trans-sialidasas (TS), seguida por las mucinas (particularmente las expresadas en los
estadios del mamifero, TcMUC), las mucin-associated surface proteins (MASPs), las
metaloproteasas de masa molecular (Mr) aparente de 63 kDa (GP63), las serine-, alanine-
and proline-rich proteins (SAP), las trypomastigote alanine-, serine- and valine-rich proteins
(TASV), las Dispersed Gene Family-1 (DGF-1), las Retrotransposon hot spot proteins (RHS)
y las glicosiltransferasas, entre otras [33,54—60].

Estudios de gendomica comparativa evidenciaron que estas familias experimentan una
evolucion constante, incluyendo amplificacién/contraccion de su dosaje genético,
recombinacion entre sus miembros y/o diversificacion (con eventual pseudogenizacion) de
las copias génicas por acumulacion de mutaciones, lo que tiene un impacto significativo en la

diversidad genética global entre las cepas [61]. Mas aun, dada la relevancia funcional de las
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moléculas codificadas por estas familias multigénicas, se ha especulado que la variabilidad
cuanti- o cualitativa de estas estaria asociada, al menos en parte, con las diferencias
fenotipicas entre las cepas de 7. cruzi [62—64]. En linea con esta hipoétesis, el analisis del
genoma de 7. ramgeli, un parasito estrechamente relacionado con 7. cruzi, pero que no es
patogénico para el humano, mostré una reducciéon masiva en el dosaje y variabilidad de
familias multigénicas tales como mucinas, MASP y TS [48].

En los ultimos afios, se han llevado a cabo numerosos esfuerzos con el fin de capturar
la diversidad de las familias multigénicas entre cepas de 7. cruzi. A pesar de su potencial
relevancia e impacto en distintos aspectos de la investigacion basica y aplicada en este
parasito, estos estudios comparativos se han visto limitados a pocos genomas y, mas
importante aun, suelen contener serios sesgos metodologicos, ya que comparan genomas

ensamblados usando distintas tecnologias de secuenciacion y/o diferentes tipos de anotacion.

El flagelo de T. cruzi

Una caracteristica distintiva de 7. cruzi, y tripanosomatidos en general, es la presencia de un
unico flagelo. En tripomastigotes, el flagelo se origina en el extremo posterior de la célula y
posee una porcion que se encuentra anclada a lo largo de todo el cuerpo celular mientras otra,
pequeia, emerge libre por el extremo anterior. Esta disposicion es la base morfologica de la
llamada ‘membrana ondulante’, tipica del estadio tripomastigote y muy relevante para su
infectividad y motilidad en fluidos extracelulares [65]. En epimastigotes, por el contrario, el
flagelo se origina en el extremo anterior del paréasito, donde una pequefia fraccion se ancla al
cuerpo y luego emerge como una organela libre. En amastigotes, solo se encuentran un
flagelo incipiente y no funcional en términos de motilidad (Fig. 14) [65].

El flagelo de tripanosomatidos emerge del cuerpo celular a través del bolsillo
flagelar (el unico sitio donde se disrumpe el corset de fibras subpeliculares que dan rigidez y
forma al parasito) [66], y se encuentra unido lateralmente mediante la zona de anclaje
flagelar, una especializacion compleja de microtiibulos conectada al citoesqueleto a través de
dos membranas de localizacién basal. Desde un punto de vista estructural, el flagelo de los
tripanosomatidos consiste en un axonema con configuracion de nueve pares de microtibulos
periféricos y un par central (9+2, conservado en eucariotas), y un baston paraflagelar,
compuesto por unas pocas proteinas conservadas entre los distintos organismos, que le

confiere mayor rigidez y fuerza [66,67].
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Figura 14: Disposicion del flagelo de 7. cruzi. Esquema representativo de las principales
formas celulares de 7. cruzi, donde se indica la localizacion del flagelo (F) en relacion a la
posicion del kinetoplasto (K) y del ntcleo (N).

La principal funcion del flagelo en tripanosomatidos estd asociada a la propulsion,
donde el movimiento flagelar es impulsado por la accion de dineinas, proteinas motoras que
deslizan los microtibulos entre si, generando ondas que propulsan el parasito. La membrana
ondulante amplifica las fuerzas generadas, permitiendo una motilidad eficiente en fluidos
viscosos como la sangre. Se demostr6é que, en tripanosomatidos, el flagelo juega roles clave
en la morfogénesis celular. Junto con el citoesqueleto subpelicular, participa en la
determinacion de la forma celular y en la correcta distribucion de organelas durante la
division celular [68]. Ademas, estd involucrado en la interaccion con distintos tipos de
sustrato, un proceso clave para, por ejemplo, promover la colonizacion y la diferenciacion a
formas metaciclicas dentro del insecto vector, asi como la invasion de distintos tipos de
células y la evasion de la respuesta inmune en el mamifero hospedador [69—71]. También
participa en la segregacion del ADN mitocondrial, dado que se encuentra fisicamente
conectado al kinetoplasto que lo contiene [72]; en la division celular, ayudando a coordinar la
separacion de las células hijas [73] y en los mecanismos de endo- y exocitosis, ya que el
bolsillo flagelar facilita la ingestion de nutrientes y la secrecion de factores de virulencia,
procesos esenciales para la adaptacion y supervivencia del parasito [66]. Existen multiples
evidencias de que los componentes flagelares son muy antigénicos [74,75], y de que estan
asociados a la induccion de respuestas inmunoprotectoras en infecciones experimentales [76].
Adicionalmente, se los ha vinculado al desarrollo de patologias del tipo autoinmune [77],

distintivas de la Enfermedad de Chagas.
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TolT (TolA-like protein from T. cruzi)

En el afio 1990, en un intento de identificar antigenos del parasito, el grupo de Jerry Manning
produjo hibridomas derivados de células de bazo de ratones infectados con la cepa Pera de T.
cruzi y evalud la reactividad de los anticuerpos monoclonales generados. Uno de estos
anticuerpos, denominado mAb20H1, reconocié de manera especifica a un antigeno (llamado
inicialmente 20H1) cuya expresion resultd ser exclusiva del estadio tripomastigote (Fig.
I5.A). Mediante ensayos de Western blot (WB), se observd que este anticuerpo reconocia
varias bandas de Mr aparente similar, entre 34 y 45 kDa, dependiendo de la cepa estudiada
(Fig. 15.B), sugiriendo que se trataba de una familia de antigenos relacionados, con
polimorfismos de secuencia y/o modificaciones post-traduccionales distintas [75]. Ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) mostraron que la localizacion de los antigenos 20H1 se

restringia a la superficie del flagelo en contacto con el cuerpo celular (Fig. 15.C).
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Figura IS: Expresion y localizacion del antigeno 20H1 de 7. cruzi. A y B) Analisis de WB
revelados con el anticuerpo mAb20H1. A) (a) marker de Mr; lisado de epimastigotes (b) y
tripomastigotes (c) de la cepa Peru. B) (a) marker de Mr; lisado de epimastigotes de la cepa
CL Brener y tripomastigotes de las cepas CL Brener (b), Esmeraldo (d), Peru (e), Sylvio X-10
(f) e Y (g). C) Localizacion del antigeno 20H1 por IFI en tripomastigotes de la cepa Peru. Las
puntas de flecha marcan la posicion del flagelo. Adaptado de [78].

Mas tarde, el mismo grupo describioé (en la cepa Esmeraldo) que estos antigenos
estaban codificados por al menos tres genes altamente relacionados (>98.9% de identidad
nucleotidica), dispuestos en tindem cabeza-cola, y que las proteinas deducidas a partir de
estos tenian homologia con el dominio II de las proteinas TolA de bacterias como
Escherichia coli (E. coli; 32% de identidad en una superposicion de 229 aminoacidos, aa) y
Pseudomonas aeruginosa (34% de identidad en una superposicion de 195 aa), por lo que les
fue asignado el nombre ‘TolT’ (TolA-like protein from T. cruzi) [78]. Las proteinas TolA, de

distribucion ubicua en bacterias Gram-negativas, son componentes clave del sistema Tol-Pal,
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involucrado en la integridad y estabilidad de la envoltura celular [79], y estructuralmente
poseen una hélice transmembrana N-terminal (dominio I) y una region periplasmica, formada
por una segunda hélice, mas larga (dominio II), y un dominio globular C-terminal (dominio
I1I) [80].

En ese mismo trabajo, mostraron que las proteinas TolT son blanco de la respuesta
inmune celular durante la infeccion experimental con 7. cruzi, por lo que fueron propuestas
como un potencial reactivo vacunal [78].

En el afio 2008, se mostr6 que, ademas de gatillar una respuesta celular adaptativa, las
proteinas TolT presentan reactividad contra anticuerpos presentes en el suero de personas
infectadas con 7. cruzi. En base a estos hallazgos, tres secuencias TolT, aunque levemente
divergentes de las descritas originalmente (TolT1-3), fueron seleccionadas a partir de un
screening de mas de 400 proteinas del parasito e incluidas (junto a otros 16 grupos) en un
potencial reactivo para el diagnostico seroldgico y el monitoreo de la eficacia del tratamiento
de la Enfermedad de Chagas [81]. Este mismo set de antigenos se utilizé como fest seroldgico
para analizar la correlacion entre la presencia de anticuerpos anti-7. cruzi y la respuesta de las
células T en animales infectados experimental o naturalmente, con resultados alentadores
[82,83]. Una de las secuencias TolT incluidas en este reactivo multiplexado (denominada
ANOF) fue luego utilizada para evaluar en simultaneo la respuesta inmune humoral mediante
la deteccion de anticuerpos especificos y la presencia de células T productoras de interferon-y
(IFN-y) en pacientes seropositivos y serodiscordantes [84]. Mas recientemente, ademas de
ANOF, otras secuencias TolT fueron evaluadas (individualmente o fusionadas a otros
antigenos del parasito) como biomarcadores indirectos de eficacia terapéutica [85,86].

Ademas de sus propiedades diagnosticas y aparentemente protectivas, la
identificacion recurrente de péptidos derivados de proteinas TolT en bases de datos
protedomicas del parasito publicadas en los ultimos afios contribuyd a renovar el interés en
estas moléculas. Algunos de los péptidos encontrados en estos repositorios muestran sutiles
polimorfismos con las TolT originalmente descritas, sugiriendo fuertemente que la
complejidad de esta familia de antigenos era mucho mayor a la originalmente descrita
[83,87-91]. Desde un punto de vista practico, esta subestimacion podria comprometer su
aplicabilidad en desarrollos diagnosticos y terapéuticos. Mas interesante ain, estos analisis a
gran escala permitieron identificar a TolT como un componente mayoritario no solo en
fracciones flagelares o de membrana del tripomastigote de 7. cruzi, sino también en
preparaciones enriquecidas en vesiculas secretadas por estas mismas formas, de gran

relevancia para el establecimiento de la infeccidn in vitro e in vivo y para la comunicacion
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entre parasitos y entre el pardsito con la célula blanco, tanto en 7. cruzi como en otros
protozoarios [92-95]. Ademas, se encontraron péptidos derivados de TolT en extractos de
cromatina de tripomastigotes de 7. cruzi [96], lo que sugiere localizaciones subcelulares
adicionales y funciones complementarias a las asociadas con su disposicion en membrana

para estas moléculas.
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Objetivos

Los datos mencionados anteriormente sugieren que las proteinas TolT constituyen moléculas
relevantes para la interaccion de 7. cruzi con el hospedador mamifero, y también un potencial
candidato para el desarrollo de nuevas estrategias serodiagnosticas y terapéuticas en
Enfermedad de Chagas. En vista de la necesidad urgente de nuevos biomarcadores para 7.
cruzi y teniendo en consideracion la abundancia de informacion gendmica de alta calidad y
de herramientas moleculares y celulares de precision para el andlisis funcional de este
parasito generadas en los ultimos afios, planteamos como objetivo general de la presente
Tesis la re-evaluacion de las proteinas TolT de 7. cruzi. Para cumplimentar este objetivo

general, proponemos los siguientes objetivos especificos (OE):

e OEl: Caracterizar la estructura génica de TolT y capturar la variabilidad de

estas moléculas en 7. cruzi
e OE2: Determinar la expresion de TolT durante el ciclo de vida de 7" cruzi

e OE3: Determinar la estructura antigénica de las proteinas TolT y su modo de

reconocimiento en distintas zonas endémicas

e (OE4: Caracterizar funcionalmente a las proteinas TolT
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Resultados

1. Identificacion y caracterizacion de genes TolT en 7. cruzi

TolT constituye una familia génica compleja de tripanosomatidos

Como primer acercamiento, al inicio de esta Tesis (en 2018), se llevaron a cabo busquedas en
las bases de datos genomicas de kinetoplastidos compiladas en TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), utilizando como secuencia sefiuelo el marco abierto de lectura
(open reading frame, ORF) de TolT1 (GenBank: AF099099.1) [78]. Las secuencias obtenidas
fueron descargadas, alineadas y curadas manualmente (verificando si correspondian a genes
completos, parciales o pseudogenes y corrigiendo anotaciones erroneas) para luego construir
un arbol filogenético preliminar, el cual permitié la identificacion de tres grupos de genes
TolT putativos, a los que llamamos TolT-A, TolT-B y TolT-C; con TolT1 ubicada dentro del
grupo TolT-A (datos no mostrados). Luego se procedié a realizar nuevas busquedas
utilizando ahora como sefiuelos los ORFs de miembros representativos de cada uno de los
grupos definidos (A: TcCLB.508767.20, B: TcCLB.510433.20, C: TcCLB.506815.20), todos
ellos provenientes del clon hibrido de referencia CL Brener de 7. cruzi [41]. Se obtuvo asi un
total de 43 secuencias no redundantes, mostrando similitud significativa (>40% de identidad
nucleotidica) a partir de diferentes tripanosomas, todos ellos pertenecientes al grupo
Estercoraria (transmitidos por las heces de los insectos vectores). De estas secuencias, 38
fueron identificadas en distintos aislamientos de 7. cruzi, cuatro en el parasito de murciélagos
T. cruzi marinkellei [97] y una en el patéogeno humano 7. rangeli [98]. Otras busquedas,
basadas en los productos proteicos deducidos a partir de los genes antes mencionados
(TcCLB.508767.20, TcCLB.510433.20 y TcCLB.506815.20), permitieron identificar una
secuencia adicional (DQ04 05721021) en el parasito reptiliano Trypanosoma grayi [99],
mientras que ninguna secuencia se encontro en el grupo Leishmaniinae (que incluye, entre
otros, a los géneros Leishmania, Porcisia, Endotrypanum, Crithidia y Leptomonas) o en
tripanosomas salivales estrictos (grupo Salivaria) como 7. brucei, Trypanosoma congolense,
Trypanosoma evansi'y Trypanosoma vivax. Tampoco se encontraron secuencias homologas a
TolT en otros clados de los kinetoplastidos, como los euglenoides y bodonidae. Un arbol
filogenético, generado a partir de todas estas secuencias, confirmé la presencia de los tres
grupos principales identificados previamente: TolT-A, -B y -C, y revelo algunos posibles

grupos menores y/o subgrupos dentro de ellos (Fig. R1.1).
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Figura R1.1: Relacién evolutiva de los genes TolT en tripanosomatidos (2018). Arbol
filogenético no enraizado construido a partir de alineamientos de secuencias de ADN
utilizando el método Neighbor-Joining y un bootstrap con 1000 permutaciones (valores de
soporte >70 se indican con puntos). La escala indica la distancia de sustitucion de nucleotidos
(nt) a lo largo de las ramas. Las secciones o ramas del arbol estan coloreadas segun el grupo
de TolT asignado y los genes que no pueden incluirse en ningun grupo y los pseudogenes se
indican con letras marrones y asteriscos, respectivamente. Adaptado de [100].

Por simplicidad, para el primer analisis de los genes TolT en 7. cruzi, solo se tuvieron
en cuenta las secuencias provenientes de CL Brener. El grupo TolT-A mostr6 ~96-99% de
identidad con TolTl y consta de cinco secuencias completas (TcCLB.508767.20,
TcCLB.506617.10, TcCLB.506617.20, TcCLB.504157.130 y TcCLB.511109.10) y una
secuencia parcial (TcCLB.506617.5), con el C-terminal truncado (Fig. R1.1). Como se
describio originalmente para los genes TolT1-3 de la cepa Esmeraldo [41], cinco de los genes

TolT-A estan arreglados en dos tdndems en orientacion cabeza-cola, uno de tres unidades en
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el cromosoma 23P (haplotipo No-Esmeraldo) y otro de dos unidades en el cromosoma 23S
(haplotipo Esmeraldo). La sexta secuencia también se localiza en el cromosoma 23P, pero
fuera del cluster que contiene los tres genes antes mencionados (Fig. S1). TcCLB.511109.10
esta anotado como pseudogen debido a la aparente delecion de un nucledtido (nt), que origina
un corrimiento del marco de lectura. Rio abajo de esta mutacion, sin embargo, esta secuencia
es ~98% y ~96% idéntica a TcCLB.508767.20 a nivel de ADN y proteina, respectivamente,
lo que sugiere que este corrimiento seria debido a errores de lectura y/o ensamblaje.

El grupo TolT-B mostr6 un 76-90% de identidad con TolT1 y estd compuesto por
cuatro secuencias en CL Brener, dos completas (TcCLB.510433.20 y TcCLB.504277.20) y
dos parciales (TcCLB.504277.11 y TcCLB.508767.10), ambas con el N-terminal truncado,
probablemente debido a problemas de ensamblado del genoma (Fig. R1.1). Tres de estas
secuencias se localizan en el cromosoma 35, una en el haplotipo P y dos en el S, mientras que
TcCLB.508767.10 se ubica rio abajo de TcCLB.508767.20 dentro del cluster genémico de
TolT-A en el cromosoma 23P, previamente mencionado (Fig. S1). TcCLB.504277.20 y
TcCLB.510433.20 resultaron ser secuencias de distinta longitud (855 vs. 918 nt) y, si bien
son idénticas en su N-terminal, divergen hacia su C-terminal. Estas variaciones determinan
que la proteina deducida a partir de TcCLB.504277.20 carezca de una sefial de anclaje por
glicosilfosfatidilinositol (GPI), presente en TcCLB.510433.20 y, generalizando, en todas las
TolT (ver abajo). A esta variante la denominamos TolT-B ‘sin GPI’ para diferenciarla de las
TolT-B ‘candnicas’ (Fig. R1.2A). Debido a la presencia de secuencias de estructura similar
(sin senal de anclaje por GPI) en otros aislamientos del parasito (TCSYLVIO 004012,
TCSYLVIO 004013, BCY84 18158), definimos un subgrupo ‘TolT-B sin GPI’ dentro de
TolT-B (Fig. R1.1). Cabe aclarar que los alineamientos de las secuencias nucleotidicas de
estos genes con las TolT-B candnicas descartan que se trate de un error de secuenciacion
(datos no mostrados).

TolT-C estd compuesto solamente por dos secuencias en CL Brener, las cuales
parecen corresponder a alelos de un mismo gen (TcCLB.504277.30 y TcCLB.506815.20; Fig.
R1.1) y estan localizadas dentro del cluster gendmico de TolT-B en los cromosomas 35S y
35P, respectivamente (Fig. S1). TcCLB.506815.20 esta anotado como pseudogen, aunque no
muestra codones STOP prematuros ni ninguna otra firma diagnoéstica de pseudogenizacion. A
diferencia de los TolT-A y -B, los genes de TolT-C muestran s6lo una moderada similitud con

TolT1 (~47% de identidad nucleotidica).
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Figura R1.2: Region C-terminal de proteinas TolT-B en 7. cruzi. Alineamiento de
secuencias de aa de una TolT-B candnica (TcCLB.510433.20) y A) una TolT-B sin GPI
(TcCLB.504277.20) de la cepa CL Brener o B) TolT-B sin GPI de distintos aislamientos de 7.
cruzi (de arriba a abajo: C4B63_10', BCY84 18158, TcBrA4 0101970, TcYC6_ 0078170,
RA 785 4' TcCLB.504277.20, ECC02 010564 y JoseJulio 381 4'). Los residuos fueron
coloreados segun el porcentaje de identidad y, debajo, se representa en barras
amarillas/marrones el grado de conservacion entre las secuencias. La secuencia de anclaje por
GPI predicha esta coloreada en rojo y el aa aceptor del glicolipido () se indica con una
punta de flecha. ' Secuencias no anotadas, sin ID.

Todas las secuencias TolT identificadas en aislamientos de 7. cruzi agruparon con
TolT-A, -B o -C, a excepcion de BCY84 02885 y BCY84 03281, ambas del clon Dm28c y
casi idénticas entre si (Fig. R1.1). Para explorar este fenomeno, estas secuencias fueron
alineadas con miembros representativos de TolT-A, -B y -C (Fig. R1.3, y datos no
mostrados). Se observa que tanto BCY84 02885 como BCY84 03281 son muy similares a
TolT-B hasta aproximadamente el nt 365, coincidiendo en 99 de los 111 polimorfismos
presentes en esa region (89.2%) para luego (nt 365 a 535) coincidir en 45 de 63
polimorfismos (71.4%) con TolT-A. Rio abajo del nt 535, en cambio, se observa que 16 de 32
polimorfismos coinciden con TolT-B (50%), 6 con TolT-A (18.75%) y 10 con ninguna de las
dos (31.25%) (Fig. R1.3). Estos datos sugieren que BCY84 02885 y BCY84 03281 son
secuencias ‘quiméricas’ entre TolT-A y -B, a partir de las cuales definimos un nuevo grupo

dentro de la familia TolT: TolT-A/B (Fig. R1.1).
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Figura R1.3: Identificacion de secuencias TolT-A/B. Alineamiento de secuencias de ADN
de BCY84 03281 y BCY84 02885 con secuencias de referencia TolT-A (TcCLB.506617.20)
y -B (TcCLB.510433.20). Los nt fueron coloreados seglin el porcentaje de identidad. Por
debajo se indican los polimorfismos de acuerdo a su coincidencia con TolT-A (rojo), -B
(verde) o ninguno (negro).

En cuanto a las secuencias TolT identificadas fuera de 7. cruzi, Tc. MARK 9646 y
Tc MARK 9647 (de T cruzi marinkellei) agruparon con TolT-A, y Tc MARK 2781
(también de T cruzi marinkellei) con TolT-C (Fig. R1.1). Tc. MARK 2780 (de T. cruzi
marinkellei) y TRSC58 04859 (de T. rangeli), en cambio, se situaron en ramas externas a las
ya definidas para los grupos TolT. Al alinearlas con miembros representativos de TolT-A y
-B, se confirm6 que ambas son secuencias parciales que carecen de parte de su region
N-terminal. Tc. MARK 2780 podria clasificarse como TolT-B o -A/B, ya que coincide con
TolT-B en 66 de los 102 polimorfismos totales (64.7%), mientras que con TolT-A solo
coincide en 11 (10.8%) y en 25 casos no lo hace con ninguna (24.5%; Fig. S2).

TRSC58 04859, en cambio, no puede asignarse a ninguno de los grupos, ya que no solo tiene
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mas polimorfismos (323 en total), sino que ademas no coincide con ninguno de ellos en 230
casos (71.2%), y los 93 coincidentes se reparten de manera equitativa entre TolT-A (40,
12.4%) y -B (53, 16.4%; Fig. S2). Los alineamientos de TRSC58 04859 con secuencias
nucleotidicas de TolT-C tampoco arrojaron resultados satisfactorios (datos no mostrados).

En conjunto, estos resultados indican que TolT constituye una familia génica mucho
mas amplia y compleja de lo descrito originalmente [78]. Solamente en el genoma de CL
Brener se identificaron 12 miembros polimorficos, incluyendo genes y pseudogenes, lo que
probablemente sea una subestimacion debido a sus conocidos problemas de ensamblaje. Estas
secuencias se encuentran distribuidas en tres grupos robustos (TolT-A, -B y -C) y cuentan con
ortologos en todas las cepas de 7. cruzi, asi como en distintas especies de tripanosomatidos,
aunque siempre restringidos al clado de los tripanosomas y, mas especificamente, al grupo
Estercoraria. Un subgrupo de secuencias TolT-B (TolT-B sin GPI) pudo definirse en 7. cruzi'y
T. cruzi marinkellei, y un aparente cuarto grupo, constituido por posibles quimeras entre
TolT-A y -B (TolT-A/B), pudo verificarse solo en el clon Dm28c de T cruzi.

Recientemente, se ha actualizado este analisis con el objetivo de incluir cepas de T.
cruzi y otros tripanosomas cuyos genomas han sido secuenciados con posterioridad a 2018.
Estas busquedas, realizadas en TriTrypDB y otros genomas no disponibles publicamente (ver
Materiales y métodos), resultaron en 192 secuencias TolT: 180 de 7. cruzi, de las cepas/clones
Brazil A4, Dm28c, G y Sylvio X10/1 (Tcl), Berenice ¢ Y C6 (Tcll), MT3663 (Tclll), Jose
Julio (TclV), BOL-FC10A (TcV), CL Brener, TCC y RA (TcVI); ocho de T cruzi
marinkellei; una de 7. rangeli; una de T. grayi; una de Trypanosoma theileri (parasito del
ganado bovino, del grupo Estercoraria) [101]; y una de Trypanosoma melophagium (patdogeno
del ganado ovino) [101]. Con una fraccion selecta de estas secuencias, se elabord un nuevo
arbol filogenético que muestra una estructura similar a la presentada en la Fig. R1.1, con
cinco ramas principales correspondientes a TolT-A, -A/B, -B, -B sin GPI y -C (Fig. R1.4).

Todas las secuencias derivadas de 7. cruzi'y T cruzi marinkellei (salvo Tc. MARK 02
y 2780, probablemente porque son secuencias parciales) se distribuyen dentro de estas ramas
principales, con las de 7' cruzi marinkellei, mas divergentes, siempre en posicion basal. La
unica excepcion es la rama de TolT-A/B, para la cual no se encontraron representantes en 7
cruzi marinkellei. Mas alin, estas secuencias so6lo estarian presentes en aislamientos del linaje
Tcl de T. cruzi. Las secuencias TolT halladas en tripanosomas evolutivamente mas distantes
(T rangeli, T. grayi, T. theileri y T. melophagium), en cambio, presentan grandes variaciones
tanto entre ellas como respecto a las TolT de 7. cruzi y T. cruzi marinkellei, y no se agrupan

con TolT-A, -A/B, -B, -B sin GPI o -C (Fig. R1.4).
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Figura R1.4: Relacién evolutiva de los genes TolT en los tripanosomatidos (2024). Arbol
filogenético no enraizado construido a partir de alineamientos secuencias de ADN utilizando
el método Neighbor-Joining y un bootstrap con 1000 permutaciones. Los nombres de las
secuencias que no pertenecen a 7. cruzi se muestran en su posicion original mientras que las
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Evolucion de los genes TolT en tripanosomatidos

Como se menciond, todos los aislamientos de 7. cruzi, asi como de 7. cruzi marinkellei,
presentaron miembros de los tres grupos principales (TolT-A, -B y -C). También se encontrd
en todos ellos la variante de TolT-B sin GPI, descrita previamente (Fig. R1.2B), mientras que
el grupo TolT-A/B solo se detectd en Dm28c y otros aislamientos Tcl de 7. cruzi, sugiriendo
que se trata de una innovacion propia y distintiva de esa DTU. El niimero estimado y las

caracteristicas de las secuencias identificadas se detallan en la Tabla R1.1.

Tabla R1.1: Secuencias TolT en tripanosomatidos.

o N° de N° de N° de
DTU Organismo, cepa ls\lecrloe':;i:: secuencias genes pseudogenes
parciales (%) (%) (%)
T. cruzi, Brazil A4 12 1(8.3) 6 (50) 5(41.7)
T’ cruzi, Dm28c 2014 1 0(0) 1 (100) 0(0)
T. cruzi, Dm28c 2017 15 0(0) 15 (100) 0(0)
I T. cruzi, Dm28c 2018 11 0 (0) 7 (63.6) 4 (36.4)
T cruzi, G 7 6 (85.7) 1(14.3) 0(0)
T. cruzi, Sylvio 2012 6 3 (50) 2(33.3) 1(16.7)
T. cruzi, Sylvio X10/1 10 0 (0) 1(10) 9 (90)
- T. cruzi, Berenice 8 0(0) 8 (100) 0(0)
T cruzi, Y C6 12 1(8.3) 8 (66.7) 3(25)
11 T. cruzi, MT3663 9 0(0) 8 (88.9) 1(11.1)
v T’ cruzi, Jose Julio 10 0(0) 9 (90) 1(10)
\Y% T. cruzi, BOL-FC10A 13 0(0) 12 (92.3) 1(7.7)
T. cruzi, CL Brener 13 4 (30.8) 8 (61.5) 1(7.7)
Vi T. cruzi, CL 12 8 (66.7) 4 (33.3) 0(0)
T cruzi, RA 21 0(0) 15(71.4) 6(28.6)
T. cruzi, TCC 20 0(0) 14 (70) 6 (30)
T. cruzi marinkellei, B7 8 5(62.5) 3(37.5) 0(0)
T. rangeli, SC58 1 0 (0) 1 (100) 0(0)
- T. theileri, isolate Edinburgh 1 0 (0) 1 (100) 0(0)
T. melophagium, StKilda 1 0(0) 1 (100) 0(0)
T. grayi, ANR4 1 0 (0) 1 (100) 0(0)
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Dada la naturaleza repetitiva del genoma de T. cruzi, se llevd a cabo un analisis
cuantitativo mas detallado solo con aquellos aislamientos secuenciados mediante métodos
NGS basados en lecturas largas: Dm28c 2018 (Tcl), Berenice (Tcll), MT3663 (Tclll), Jose
Julio (TclV), BOL-FC10A (TcV), RA y TCC (ambos TcVI). Se cuantifico el niimero de
genes y pseudogenes para cada grupo de TolT en cada caso, y se observo que, a excepcion de
Dm28c (Tcl), las cepas pertenecientes a DTUs ancestrales (Tcl-IV) muestran un ntimero
similar de genes de cada grupo. En contraste, las cepas TcV y TcVI presentan, para todos los
grupos, una duplicaciéon de dosaje consistente con su caracter hibrido, asi como una tendencia
a la pseudogenizacion en comparacion con sus haplotipos ‘parentales’ (Tcll y Tclll) [34],

inferidos a partir de las cepas Berenice (Tcll) y MT3663 (Tclll) (Fig. R1.5).

104
gen/pseudogen

B TolT-A

=3 Tol T-A/B
== TolT-B

— EE3 Tol T-BsinGPI
o EEEA TolT-C

Nro de genes/pseudogenes

L g :

Dm28¢ Berenice MT3663 Jose Julio Bol RA TCC
Cepade T cruzi

Figura R1.5: Cuantificacion de genes y pseudogenes de TolT en 7. cruzi. Numero de
genes y pseudogenes de los distintos grupos de TolT en los aislamientos Dm28c 2018 (Tcl),
Berenice (Tcll), MT3663 (Tclll), Jose Julio (TcIV), BOL-FC10A (TcV), RA (TcVI) y TCC
(TeVI) de T. cruzi. Los genes/pseudogenes TolT-A/B solo se encontraron en Dm28c y otros
aislamientos Tcl.

Para analizar la distribucion de secuencias TolT en el genoma de tripanosomatidos,
desarrollamos un protocolo bioinformadtico, cuya puesta a punto se realizo en la cepa TCC de
T cruzi. Primero, utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool N (BLASTn)
local, se identificaron los contigs (secuencias contiguas obtenidas tras el ensamblaje de las
lecturas crudas) conteniendo genes TolT. Se registrd la posicion de estos genes dentro de los

contigs y, cuando fue posible, se tomaron aproximadamente 15.000 nt rio arriba y rio abajo

23



Resultados: Identificacion y caracterizacion de genes TolT en 7. cruzi

para realizar busquedas de tipo BLASTn en TriTrypDB con el objetivo de identificar
marcadores flanqueantes. A partir de estos marcadores, en su mayoria genes con anotacion
funcional en TCC, se mapearon las regiones gendomicas que contenian los clusters de genes
TolT. Con base en los hallazgos y/o en la longitud del contig, se definié el nimero de nt a
inspeccionar, limitandose a las zonas con marcadores determinados, y se extendi6 el analisis
al resto de los genomas.

En conjunto, estos resultados indican que, en 7. cruzi, los genes TolT estan dispuestos
en tres clusters gendomicos: uno compuesto solamente por 3-8 secuencias de TolT-A (cluster
1, Figs. R1.6 y S1A), otro integrado por 2-3 secuencias TolT-A generalmente acompafiadas
por una TolT-B candnica o una TolT-A/B (cluster 2, Figs. R1.6 y SIB), y el tercero
compuesto por 1-6 miembros de TolT-B canonicas, seguidas de una TolT-B sin GPIl y, en el
extremo opuesto, una TolT-C (cluster 3, Figs. R1.6 y S1C). Al analizar las secuencias TolT de
los distintos aislamientos de 7. cruzi, no se observan diferencias entre las TolT-A que
componen al cluster 1, mientras que las del cluster 2, aunque también son muy similares,
muestran cierta divergencia en las cepas/clones Tcl. Las TolT-B del cluster 2 tampoco
muestran diferencias entre ellas, asi como tampoco las TolT-A/B. Por su parte, el cluster 3
posee algunas secuencias TolT-B cuyo ATG inicial se presenta 12 nt rio abajo del de las
demas, presentes solo en las cepas Tclll, V y VI; por lo que las dos ultimas las habrian
heredado de la primera. El resto de sus secuencias TolT-B son muy parecidas entre si y estan
ausentes en Tclll; por lo tanto, serian heredadas por TcV y VI a partir de Tcll. Ademas, estas
secuencias presentan una leve divergencia en las Tcl, asi como una region entre los nt 470 y
500 con dos versiones posibles, mas o menos variables dentro de ellas, y presentes en todas
las cepas. Los polimorfismos presentes en las secuencias TolT-B sin GPI y -C también
reflejan cudles fueron heredadas por TcV y VI desde el parental Tcll (compartidas con TclIV)
y cuales fueron heredadas desde el parental Tclll, asi como cierta divergencia en las Tcl
respecto al resto.

Los clusters 1 y 2 comparten una estructura notablemente similar, salvo por la
insercion de un elemento transponible (L1Tc non-LTR retrotransposon) inmediatamente rio
arriba de las TolT en el primero, y de un Putative Target of Rapamycin (TOR) kinase 1,
también rio arriba de las TolT, en el segundo. Interesantemente, la insercion de esta TOR
kinase 1 se observo en las cepas TcVI estudiadas, aunque no en las TcV. El cluster 2, ademas,
se caracteriza por una variacion en la composicion de sus secuencias TolT entre las DTUs.
Las Tcl presentan, junto a sus TolT-A, un miembro del grupo minoritario TolT-A/B, mientras

que las cepas Tcll y IV carecen de TolT-B y las TcV y VI exhiben secuencias candnicas de
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las mismas. Todas estas particularidades son potenciales marcadores genéticos que podrian
usarse con propositos de tipificacion.

Dentro de los aislamientos pertenecientes a una dada DTU, se encuentran siempre los
mismos clusters de genes TolT; sin embargo, no todos los clusters estan presentes en las seis
DTUs. El cluster 1, por ejemplo, esta ausente en las DTUs I, Il y IV (Figs. R1.6 y S1A),
mientras que el cluster 2 esta ausente en la DTU III (Figs. R1.6 y S1B). Teniendo en cuenta
el modelo de evolucion aceptado de 7. cruzi (Figs. 12 e 13), esto implica que
(independientemente de si son o no variantes haplotipicas de una misma region genémica) el
cluster 1 habria sido heredado por las TcV y VI desde el parental Tclll y el cluster 2 desde el
parental TclIl (Fig. R1.6). El cluster 3, por otro lado, esta presente en todas las DTUs y habria
sido, por tanto, heredado en las DTUs hibridas a partir de ambos parentales (de hecho, en el

caso de los aislamientos TcVI, pueden diferenciarse los dos haplotipos de este cluster).
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2. Caracterizacion de proteinas TolT en 7. cruzi

Las proteinas TolT presentan firmas de localizacion en superficie y/o secrecion
Las proteinas TolT-A, -A/B, -B y -C contienen 309-310, 309, 305-309 y 344 aa,
respectivamente, con Mr predichas de entre 30.2-37.6 kDa y puntos isoeléctricos (pl) de
5.9-9.3. Todas ellas muestran secuencias compatibles con la existencia de un péptido senal
(SP) clivable en el N-terminal y de una sefial de anclaje por GPI en el extremo C-terminal,
con la excepcion de un subgrupo dentro de TolT-B que carece de la ultima (TolT-B sin GPI;
Fig. R2.1A). Las TolT-B sin GPI son también mas cortas que las TolT-B candnicas (282 aa vs
305-309 aa). Estas sefiales son responsables del trafico intracelular, la localizacion en la
membrana plasmatica y la disposicion espacial (con el extremo C-terminal en posicion
proximal y el N-terminal en posicion distal a la bicapa lipidica) de otras glicoproteinas de 7.
cruzi, como mucinas, MASPs y TS [102].

Las proteinas codificadas por los genes TolT presentan un alto contenido de Ala
(16-25%), Glu (8-11%), Leu (6-10%), Lys (6-11%) y Arg (4-8%), con algunos de estos aa no
igualmente distribuidos a lo largo de sus secuencias (Fig. R2.1A). Ademas, TolT-A y -B
contienen un motivo Cys-X;-Cys; (donde X puede ser cualquier aa) en su SP (Fig. R2.1A).

Las proteinas TolT maduras (las dispuestas en la superficie del parasito, una vez
procesados su SP y su sefal de anclaje por GPI de acuerdo a predicciones bioinformaticas
[103]) mostraron de 17 a 41 sitios potenciales para fosforilacion, de 2 a 5 para
N-glicosilacion, de 27 a 36 para O-glicosilacion y 2 residuos Cys conservados, que podrian
participar en el plegamiento y/o estabilizacion de su estructura (Fig. R2.1A). La unica
caracteristica comun y reconocible fue la presencia de dos regiones ricas en Ala con
estructura secundaria predicha como hélices a (Fig. R2.1A). Estas regiones y la que las
conecta mostraron similitud estructural con el dominio central de las TolA bacterianas.
Ademas, los productos TolT (salvo los TolT-C) presentaron una region particular hacia el
extremo C-terminal maduro, enriquecida en residuos de Arg (R) y Glu (E; Fig. R2.1A).

A nivel de aa, resaltan unos pocos polimorfismos entre miembros de TolT-A y -B,
siendo la tnica excepcion la region C-terminal de las variantes de TolT-B sin GPI (Fig. S3).
Sin embargo, es importante senalar que el grado de identidad entre las TolT-A y -B
‘candnicas’ no es homogéneo. Como se muestra en las Figuras R2.1B y S3, este valor es
maximo hacia el SP y la region C-terminal, pero disminuye significativamente hacia la region
N-terminal madura (del residuo ~40 al 180). Predicciones de topologia sugieren que, de

acuerdo con lo reportado para otras moléculas de superficie de 7. cruzi [104], esta region
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constituye el extremo distal a la membrana de las moléculas de TolT, mientras que el extremo
proximal seria el C-terminal altamente conservado. En cuanto a TolT-C, la deriva genética de

este grupo respecto a TolT-A y -B resulta evidente (Fig. R1.4).
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Figura R2.1: Diversidad de proteinas TolT en 7. cruzi. A) Ilustracion esquematica de los
productos TolT de 7. cruzi. Se sefalan las secuencias predichas de péptido seial (SP) y
anclaje por GPI. Los dominios ricos en Ala (A) y el motivo rico en Arg (R) y Glu (E) se
representan como cajas amarillas y rojas, respectivamente; mientras que los sitios de
N-glicosilacion se indican con pins. Se muestran los residuos de Cys (C) conservados. B)
Alineamiento de proteinas TolT-A (TcCLB.508767.20, TcCLB.506617.10, TcCLB.506617.20
y TcCLB.504157.130) y -B canonicas (TcCLB.504277.20 y TcCLB.510433.20) de la cepa
CL Brener representado en un grafico de tipo WebLogo. Los residuos distintivos de TolT-A o
-B se indican en rojo y verde, respectivamente; mientras que los residuos conservados se
indican en negro. Adaptado de [100].
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El analisis in silico de las proteinas TolT de T. cruzi marinkellei, 7. rangeli, T. theileri,
T. melophagium y T. grayi mostr6 que presentan una identidad de secuencia moderada
respecto a las de 7. cruzi (57-77%, 45-48%, 30-35%, 33-41% y 41%, respectivamente),
conteniendo entre 237 y 347 aa, con Mr de aproximadamente 24.8-37.2 kDa y pl de 5.6-8.2.
La prediccion de SP fue positiva para todas las TolT de 7. cruzi marinkellei y 7. theileri,
mientras que la de anclaje por GPI lo fue para todas, excepto para el representante de TolT-B

sin GPI, encontrado solamente en 7. cruzi marinkellei.

TolT tiene homologia estructural con las TolA bacterianas

Dada la falta de un templado para llevar a cabo el modelado molecular guiado de las distintas
TolT, se generaron modelos ab initio mediante AlphaFold [105,106]. En todos los casos, se
utilizé la region madura de las proteinas (sin SP ni GPI). Los resultados muestran que todas
las proteinas TolT poseen una estructura tridimensional comun, ensamblada casi en su
totalidad a partir de hélices a, que, a su vez, adoptan una distribucion espacial comun.
Brevemente, pueden distinguirse dos grandes regiones en todas las TolT: una ‘cabeza’
N-terminal compuesta por tres hélices a cortas apiladas y un ‘tallo’ C-terminal, compuesto
por la prolongacion de solo una de estas hélices a (Figs. R2.2A y B). Este ‘tallo’ termina en
una region desordenada (aunque con bajo valor de prediccion de Local Distance Difference
Test, pIDDT), que corresponde al sitio de adicion del grupo acilo que determina su anclaje a
la membrana plasmatica. Para TolT-A (TcCLB.506617.10), estas tres hélices a se extienden
desde el aa Met 50 al Leu 99, del aa Lys 108 al Arg 157 y, la mas larga, del aa Tre 163 al Arg
268 (Fig. R2.2A). Cada una de estas hélices o se encuentra unida a la siguiente por
secuencias cortas que generan una estructura en forma de asa denominada /oop o giro, que
cambia radicalmente la direccion entre las mismas (Figs. R2.2A y B). Al analizarlos
detalladamente, se observa que la localizacion de estos giros coincide con regiones de menor
conservacion entre los grupos de proteinas TolT (el caso mas evidente es representado por el
segundo de estos giros, Fig. R2.3A).

Al evaluarse la similitud a nivel de secuencia entre TolT y las TolA bacterianas, se
observo que TolA es mencionada en los resultados de una blisqueda de tipo BLASTn para
nueve de las doce proteinas de la cepa CL Brener de 7. cruzi, con un rango de identidad de 29
a 39%. Esta informacion se confirm6 mediante busquedas de tipo Basic Local Alignment
Search Tool P (BLASTp), donde para todas las proteinas TolT (incluyendo las TolT-C, mas
divergentes) se encontraron niveles de identidad aminoacidica de hasta 33.5-44% con

proteinas TolA de numerosas especies bacterianas. Puntualmente, al alinear las secuencias de
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TolT-A (TcCLB.506617.10) con el dominio II de TolA de E.coli, se observé una identidad de
aa de apenas 32.4% (Fig. R2.3B). Sin embargo, al comparar los modelos tridimensionales
generados a partir de AlphaFold, se observa que, aunque la disposicion espacial no coincide
de manera exacta, TolT-A (y, por extension, TolT-B y -A/B) y TolA muestran una gran
homologia estructural. Ambas estan conformadas casi exclusivamente por hélices a
conectadas por giros, dentro de las cuales la de mayor longitud se extiende como un tallo y
actia como un espaciador molecular entre la membrana y la ‘cabeza’, formada por un
apilamiento de tres hélices a (Fig. R2.2C). Resultados muy similares se obtuvieron al
comparar los modelos generados por AlphaFold a partir de proteinas TolT-C

(TcCLB.504277.30; Fig. R2.2B) y TolA (datos no mostrados).

N23

»-D283

D283

Confianza del modelo:
@ Muy alta (pIDDT > 90)
(O Segura (90 > pIDDT > 70)

O Baja (70 > pIDDT > 50) RMSD entre 67 atomos podados = 1.021 A
. Muy baja (pIDDT < 50) RMSD total = 97.575 A

S49

Figura R2.2: Estructura de TolT. Estructuras de TolT-A (A) y -C (B) maduras, predichas
por AlphaFold y coloreadas segin valores de pIDDT. En los circulos se muestran las Cys 75
y 127 y 87 y 139 de TolT-A y -C, respectivamente. Los atomos de azufre se indican en
amarillo. C) Superposicion de estructuras de TolT-A (rojo) y el dominio de II de TolA de E.
coli (marrén), también predicha por AlphaFold. En todos los casos, se indican los residuos
terminales de los modelos. Las hélices o se esquematizan con espirales y las regiones
predichas como desordenadas con piolines. Abreviaturas: A, Ala; D, Asp; N, Asn; S, Ser; K,
Lys.
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Figura R2.3: Secuencias y estructura secundarias de TolT. Alineamiento de secuencias de
aa de TolT-A y A) -B de T’ cruzi (cepa TCC) o B) el dominio II de TolA de E. coli, coloreado
segiin el porcentaje de identidad. Se representa en barras amarillas/marrones el grado de
conservacion. Las estructuras secundarias predichas se indican en rojo para TolT-A, en verde
para TolT-B y en marrén para TolA. Las hélices a se esquematizan con espirales y las
regiones predichas como desordenadas con lineas punteadas. Los recuadros rojos en (A)
indican la ubicacion de los giros.
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Las TolT estan formadas por estructuras secundarias de tipo hélices a

Como se mostrd en la seccion anterior, las predicciones in silico indican que la estructura de
las TolT esta compuesta principalmente por hélices a. Para evaluar experimentalmente este
punto, se generd una version recombinante de TolT-B y se analiz6 mediante la técnica de
dicroismo circular lejano (CD), que permite inferir la estructura secundaria de las proteinas.
Primeramente, amplificamos por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) gran parte de la
region madura de una proteina TolT-B (Q61-A260 de TcCLB.510433.20; Fig. R2.4A) a partir
de ADN genomico (ADNg) de la cepa TCC (ver Tabla S2 con los oligonucledtidos). El
amplicon fue secuenciado para verificar su identidad y clonado en el plasmido pET-28a (Fig.
AlB), que provee una fusion traduccional al N-terminal con una etiqueta de 6xHis (ver
detalles de clonado en Fig. A2). Este constructo fue expresado en bacterias E. coli y
purificado por cromatografia de afinidad en una matriz de Niquel-sefarosa (Fig. R2.4B). La
fraccion de elucion con imidazol 500 mM se dializé para eliminar aquellos contaminantes
que pudieran interferir en el andlisis y se concentrd, obteniéndose una muestra altamente
enriquecida en TolT-B (Fig. R2.4B), la cual se evalué mediante CD. Como blanco, se empleo
el buffer utilizado para la elucion de la proteina al ser purificada, también sometido a dialisis.
Al representar la elipticidad (mDeg*cm?/dmol) en funcién de la longitud de onda (nm), se
evidencia una similitud entre el espectro de CD obtenido para TolT-B (Fig. R2.4C) y el
obtenido para una proteina modelo compuesta mayormente por hélices a (Fig. R2.4D). A su
vez, el espectro de CD de TolT-B resulta muy discordante comparado con los obtenidos para
proteinas modelo compuestas mayormente por hojas o desordenadas (Fig. R2.4D). Este
hallazgo sugiere fuertemente la prevalencia de hélices a en la estructura de las TolT-B
canonicas, que, dada la similitud predicha, puede hacerse extensiva a los restantes grupos de

TolT.
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Figura R2.4: Perfil de dicroismo circular lejano (CD) de la proteina TolT-B. A)
[lustracion esquematica de una proteina TolT-B de 7. cruzi donde se indica la region
expresada de manera recombinante en E. coli para el analisis por CD (aa 61-260). Se sefialan
las secuencias predichas de SP y anclaje por GPI. B) Analisis por SDS-PAGE seguido de
tincion con Coomassie Brilliant Blue (CBB) de las fracciones de induccion (NI: no inducido,
IP: inducido (pellet) e IS: inducido (sobrenadante)) y purificacion (Ins: insoluble, I: input, U:
unbound y Eluidos 1-5) de la proteina y de la muestra final, post dialisis (D1i), sometida a CD.
Se sefialan las Mr (en kDa) y, con una punta de flecha, la banda correspondiente a TolT-B. C)
Espectro de CD en UV lejano obtenido para TolT-B. Control: buffer de elucion. D) Espectros
de CD en UV lejano de proteinas modelo altamente enriquecidas en las estructuras
secundarias indicadas.

Las proteinas TolT-B forman agregados in vivo

A partir de los modelos generados por AlphaFold, se observod que las Cys 75 y 127 en
TolT-A, y sus equivalentes en todas las proteinas TolT, se localizan una en cada una de las
dos hélices a de menor longitud que forman parte de la region de la ‘cabeza’ (Figs. R2.2Ay
B). Al analizar las cadenas laterales de estos residuos se observa que estan orientadas hacia el
centro, con distancias entre sus atomos de azufre compatibles con la formacion de un puente

disulfuro (~2.051 A).
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Para evaluar esta hipotesis de manera experimental, se evalud si ocurre formacion de
agregados in vivo, en la superficie del parasito. Para ello, se resolvieron en paralelo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
extractos de tripomastigotes de la cepa CL Brener, con y sin el agregado del agente reductor
ditiotreitol (DTT) en el buffer de siembra, y se evaluaron mediante WB. El revelado se llevo
a cabo utilizando antisueros especificos generados contra cada uno de los grupos principales
de TolT (mas detalle en seccion 3). Como se muestra, las moléculas de TolT-B parecen
ensamblarse en agregados moleculares, lo que se traduce en la aparicion de especies de ~100
kDa en geles de SDS-PAGE sin DTT, mientras que para TolT-A y -C solo se observan
especies monoméricas (Fig. R2.5A). Considerando la Mr aparente de los monomeros de
TolT-B (~35 kDa), es probable que las especies de ~100 kDa correspondan a trimeros. Debe
mencionarse, sin embargo, que este tipo de analisis no proporciona informacion acerca de la
presencia/ausencia de moléculas adicionales (distintas a TolT) en estos agregados. TSSA
(Trypomastigote small surface antigen), proteina bien caracterizada de la superficie de
tripomastigotes de 7. cruzi, anclada a la membrana por un GPI y sin residuos de Cys en su
region madura [107,108], se utilizO como control para estos ensayos y produjo
exclusivamente especies monoméricas en todas las condiciones evaluadas (Fig. R2.5A). La
banda de ~100 kDa también fue revelada por un antisuero generado contra la region
C-terminal comun a TolT-A y -B (anti-TolT-B/A; Fig. R2.5A). Sin embargo, dado que este
antisuero reconoce tanto a TolT-A (exclusivamente monomérico) como a TolT-B
(principalmente contenida en agregados), la proporcion entre agregados y mondmeros se
desplazo hacia los monomeros (Fig. R2.5A). Resultados similares se obtuvieron al extender

el analisis a otras cepas de T. cruzi (Fig. R2.5B).
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Figura R2.5: Formacion de especies oligoméricas conteniendo a TolT in vivo. Extractos
totales de tripomastigotes de las cepas A) CL Brener y B) Sylvio X10/1 (Syl), CL Brener
(CL) y RA, resueltas por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (DTT +) o no reductoras
(DTT -), se analizaron por WB utilizando el antisuero indicado. En los paneles inferiores de
(B) se muestran las membranas tefiidas con Rojo Ponceau. Las bandas correspondientes a
posibles oligdbmeros (solo observados para TolT-B) se marcan con puntas de flecha. Se
sefalan las Mr (en kDa).

Para profundizar en la comprension de estos agregados, se llevaron a cabo analisis en
un sistema heterélogo. En primer lugar utilizamos una estrategia de tipo mapeo delecional.
Brevemente, se expresaron en bacterias distintas regiones de 50 a 100 aa de TolT-B (ver
detalles de clonado en Fig. A3), todas fusionadas a glutation-S-Transferasa (GST),
conteniendo s6lo la Cys 71 (61-103), la Cys 123 (97-162) o ambas (61-162). Como control,
se generd y expresO un constructo de tamafo similar que no contiene a ninguna de las dos
Cys (155-260; Fig. R2.6A). Todas estas proteinas se purificaron a homogeneidad por
cromatografia de afinidad en una matriz de glutation-sefarosa (datos no mostrados) y se
resolvieron en paralelo mediante SDS-PAGE con y sin el agregado del agente reductor DTT
en el buffer de siembra. Luego de la tinciéon con CBB, se observa que, por un lado, en
ausencia de DTT, la molécula que lleva ambos residuos Cys (61-162) puede ensamblarse en
multiples formas oligoméricas mientras que, por otro lado, aquella que contiene solo a la Cys
123 (97-162) produce especies monoméricas y cantidades bajas de una especie de ~70 kDa,

probablemente un dimero (Fig. R2.6B). Aquella que contiene sélo a la Cys 71 (61-103), por
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su parte, no dimeriza en condiciones no reductoras, asi como tampoco aquella que no
contiene ninguna de las Cys (155-260), utilizada como control negativo (Fig. R2.6B). La
incubacion in vitro de la variante con la Cys 123 (97-162) sola o en combinacion con la que
contiene a la otra Cys (61-103) produce el mismo perfil de especies de alta Mr, es decir,
exclusivamente la banda de ~70 kDa que corresponde al homodimero 97-162, lo que indica
que la formacion de puentes disulfuro intercatenarios en bacterias es co-traduccional y no
puede reconstituirse al expresar los polipéptidos en trans (Fig. R2.6B). Estos resultados
sugieren que la participacion de ambos residuos de Cys es requisito para obtener agregados
multiméricos de TolT-B.

Para desestimar cualquier efecto del dominio GST o de la variaciéon en tamafio y
secuencia de las proteinas evaluadas en la formacién de agregados, implementamos un
segundo abordaje, que implico la generacion de moléculas de TolT-A y -B con mutaciones
puntuales en su/s residuo/s Cys mediante PCR convencional y splicing by overlap-extension
PCR (SOEing PCR). Todas estas moléculas tienen tamafo fijo, abarcando la region donde se
encuentran ambas Cys de interés (65-169 y 59-162 de A y B, respectivamente) y estan
fusionadas en su extremo N-terminal a una etiqueta 6xHis (ver detalles de clonado en Fig.
A4). A su vez, las moléculas evaluadas pueden tener una de las Cys reemplazada por una Ser
(C75/71S o C127/123S), ambas (C75/71S y C127/123S) o ninguna (WT; Fig. R2.6C). Las
distintas variantes se expresaron de manera individual y cada una de ellas se resolvid en
paralelo en geles de SDS-PAGE con y sin el agregado de DTT. Los geles fueron luego
transferidos a membranas y procesados por WB, revelados con un anticuerpo monoclonal
contra la etiqueta 6xHis. En linea con lo observado anteriormente, tanto para TolT-A como
para TolT-B se observan patrones de multimerizaciéon mas o menos complejos cuando ambas
Cys (WT) o al menos una de ellas se encuentra presente (C75/71S o C127/123S; Fig. R2.6D),
mientras que, cuando ambas Cys estan ausentes (C75/71S y C127/123S), se observa
solamente el mondémero en el caso de TolT-A. Interesantemente, la TolT-B doble mutante
(C71S-C123S) mantiene la formacidon de una especie que podria corresponder a un dimero
(~40 kDa). Mas atin, este agregado demostrd ser resistente al aumento de la concentracion del
agente reductor, pero desaparece al agregar un agente caotropico (urea) al buffer de siembra
(Fig. R2.6D). En conjunto, estos hallazgos sugieren fuertemente que los residuos Cys de TolT
forman enlaces disulfuro que contribuirian a estabilizar la interaccion entre las hélices a y, en
consecuencia, el plegamiento de las proteinas. Los resultados obtenidos con TolT-B, ademas,
sugieren que aun en ausencia de estas Cys, las hélices o de la ‘cabeza’ establecen algun tipo

de interaccion no covalente, coincidente con la prediccion por AlphaFold.
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Figura R2.6: Multimerizacion de TolT in vitro. A y C) Ilustracion esquematica de una
proteina TolT-B completa (A) o parcial (aa 59 a 162; C) donde se indican los residuos Cys
conservados (C71 y C123, en verde) y/o reemplazados (S71 y S123, en rojo). Los niimeros
indican la posicion del aa a partir de la Met inicial. En (A) ademas se indican las regiones
expresadas como fusion a GST y las secuencias predichas de SP y anclaje por GPI; mientras
que en (C) se indica la region expresada como fusion a 6xHis. B y D) Muestras de las
proteinas de (A) y (C) resueltas por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (DTT +) o no
reductoras (DTT -) y tefiidas con CBB (A) o analizadas mediante WB (D). En los paneles
inferiores de (D), las muestras fueron adicionalmente tratadas con urea y procesadas de
manera similar. Las puntas de flecha indican las posiciones de los oligomeros. Se sefialan las
Mr (en kDa).
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3. Expresion de TolT durante el ciclo de vida de T. cruzi

Los niveles de ARNm de TolT son mayores en estadios de mamifero de 7. cruzi

Se purificaron muestras de ARN total de los distintos estadios de 7. cruzi y se analizé la
expresion génica relativa de miembros representativos de tres grupos TolT (-A, -B y -C)
mediante ensayos de transcripcion reversa seguidos de amplificacion de secuencias
especificas por Real-time qPCR, utilizando los genes Calmodulina y Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de 7. cruzi como controles enddgenos (ver Tabla S2 con los
oligonucledtidos). Estos ensayos no pudieron realizarse para los grupos TolT-A/B y -B sin
GPI debido a limitaciones en la cantidad de secuencias distintivas sobre las que elaborar
oligonucledtidos especificos. Se observa que, al comparar entre estadios, la expresion de
ARNm de TolT se ve significativamente disminuida en epimastigotes, particularmente para
TolT-C donde resulta casi indetectable, mientras que entre estadios de mamifero (amastigotes
y tripomastigotes), no se observan diferencias significativas para ninguno de los grupos
analizados (Fig. R3.1). Los resultados también sugieren que los transcriptos de TolT-A son
los mas abundantes, seguidos por TolT-B y luego por TolT-C (Fig. R3.1), aunque esta
observacion puede estar sesgada por el uso de diferentes oligonucledtidos para la

amplificacion de las distintas familias.
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Figura R3.1: Analisis de expresion de los ARNm de TolT en 7. cruzi. Perfil de expresion
de los ARNm de diferentes grupos de TolT en los principales estadios de desarrollo de T
cruzi cepa CL Brener. La cuantificacion se relativizé al nivel de expresion de TolT-C en
epimastigotes. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las medias de la
poblacion (p < 0.05) evaluadas mediante la prueba de ANOVA de dos vias post correccion de
Bonferroni. T: tripomastigote, A: amastigote, E: epimastigote. Adaptado de [100].
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En general, las curvas de disociacion resultaron en un pico Unico a la temperatura
correspondiente para cada producto, lo que soporta la especificidad de las reacciones (Fig.
MM1). Como controles adicionales de especificidad, debe mencionarse: i) que los productos
de amplificacion fueron secuenciados, confirmandose en todos los casos su identidad (datos

no mostrados), y ii) que no se observé amplificacion en los controles sin templado.

La expresion de proteinas TolT se restringe a los estadios de mamifero de 7. cruzi
Para evaluar la expresion de los productos de TolT, se produjeron antisueros en raton y rata
contra proteinas recombinantes fusionadas a GST, conteniendo regiones particulares de un
miembro representativo de los distintos grupos de TolT (Tabla S1; detalle de clonado en Fig.
AS). Con el objetivo de minimizar la reaccion cruzada entre TolT-A y -B, el inmundgeno se
limitd a la region N-terminal divergente de ambas proteinas (Fig. R3.2A). También se
generaron antisueros contra una construccion de TolT-B que contiene parte de la region
C-terminal comtn a TolT-A y que, por lo tanto, es capaz de reconocer ambas moléculas
(TolT-B/A). Para TolT-C, al ser la mas divergente, se generaron antisueros contra la region
central. Debido a la expresion dificultosa de la proteina TolT-C recombinante en bacterias
(datos no mostrados), también se generaron antisueros en ratones inmunizados con péptidos
derivados de esta proteina. Por ultimo, debe mencionarse que también se intentd generar
antisueros contra el C-terminal divergente de TolT-B sin GPI, aunque sin éxito.

La especificidad de los antisueros contra las proteinas TolT-A y -B se evalud
inicialmente en ensayos de Dot-Blot (Fig. R3.2B). Para ello, se utilizaron fragmentos
correspondientes al N-terminal diferencial de TolT-A y -B (R65-K169 y K59-L162,
respectivamente) y a la region madura de TolT-B (TolT-B Full, Q61-A260). Todas estas
construcciones se expresaron como fusion N-terminal a una etiqueta 6xHis (Fig. R3.2A; ver
detalles de clonado en Figs. A2 y A4, segun corresponda) para evitar la reaccion cruzada con
anticuerpos contra GST (presente en los inmunogenos). Los antisueros también fueron
evaluados contra una muestra de green fluorescent protein (GFP) fusionada a 6xHis y
expresada y purificada mediante el mismo protocolo que las TolT. Esta proteina se utilizo
como control para determinar posibles reacciones inespecificas contra la etiqueta molecular
6xHis o contra contaminantes bacterianos. Ninguno de estos antisueros, ademds, mostro

reaccion cruzada contra la proteina GST-TolT-C (datos no mostrados).
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Figura R3.2: Analisis de especificidad de antisueros anti-TolT. A) [lustracion esquematica
de las proteinas TolT-A y -B donde se indican los antisueros y las regiones expresadas con
fusion a 6xHis utilizados en (B). Los numeros indican la posicion aminoacidica a partir de la
Met inicial. Las secuencias predichas de SP y anclaje por GPI se indican en gris. B) Proteinas
fusionadas a 6xHis, en diluciones 1/10 (arriba a la izquierda) y 1/100 (abajo a la derecha) se
analizaron con los antisueros indicados mediante Dot-Blot.

Con los antisueros generados, se llevaron a cabo ensayos de WB sobre parasitos en
cada uno de los tres estadios principales de 7. cruzi. En tripomastigotes, se visualiza la
expresion de los tres grupos de TolT, mientras que en amastigotes solo se observa la
expresion de TolT-A, aunque a niveles mucho menores que los detectados en tripomastigotes
(Fig. R3.3A). En concordancia con lo observado para los ARNm (Fig. R3.1), no se verifico la
expresion a nivel proteico de ninguna de estas variantes en epimastigotes (Fig. R3.3A). Los
productos correspondientes a los tres grupos se muestran como un conjunto de bandas con el
tamafio esperado (aproximadamente 30.9-37.1 kDa), lo que sugiere microheterogeneidades a
nivel del procesamiento post-traduccional para miembros de un mismo grupo. También se
observan diferencias en el patron de migracion electroforética entre las TolT-A de
tripomastigotes y las de amastigotes (Fig. R3.3A), lo que podria atribuirse a un
procesamiento post-traduccional diferencial entre estadios, bastante comun en 7. cruzi (Fig.
R3.3A)[103,108].

Al analizar mediante WB algunas de las cepas de 7. cruzi disponibles en nuestro
laboratorio, se observa que, si bien en todos los casos se mantiene el patron de bandas
escalonadas, existen diferencias cuali-cuantitativas en la expresion de los distintos grupos de
TolT entre las cepas, incluso entre aquellas pertenecientes a una misma DTU. Para TolT-A,
por ejemplo, los patrones de Sylvio X10, Y y CL Brener son mas similares entre si y se

diferencian de los de Dm28c y RA; para TolT-B y -C, en los casos donde hay marca, los
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patrones son totalmente diferentes entre todas las cepas (Fig. R3.3B). Desestimando errores
experimentales y/o asociados al reconocimiento de los anticuerpos, estas diferencias no
muestran una correlacion evidente ni con la estructura de las proteinas deducidas (para un
mismo grupo de TolT, las secuencias resultan altamente homogéneas entre cepas) ni con el

dosaje genético (Tabla R1.1), ambos analizados en la primera seccion de esta Tesis.

A CL B T
T A E Dm Syl Y CL RA

s TolT-B

fj . TolT-B/A
40—
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Figura R3.3: Expresion de proteinas TolT en 7. cruzi. Extractos totales de diferentes
estadios (T: tripomastigote, A: amastigote, E: epimastigote) de 7" cruzi, cepa CL Brener (A) y
de tripomastigotes de las cepas Dm28c (Dm), Sylvio X10/1 (Syl), Y C6 (Y), CL Brener (CL)
y RA (B) se analizaron por WB, utilizando el antisuero indicado. En (B) se utiliz6 como
control de carga un anticuerpo anti-glutamato deshidrogenasa (GDH) de 7. cruzi, hecho en
conejo (r0jo). Se senalan las Mr (en kDa). (A) adaptado de [100].

TolT-B

TolT-C

TolT se localiza en el flagelo de tripomastigotes y zonas discretas de amastigotes

Al igual que lo reportado originalmente para ‘TolT’ [75], ensayos de IFI muestran que
TolT-A, -B y -C se localizan en la region del flagelo en contacto con el cuerpo del parasito en
tripomastigotes extracelulares. Ensayos de infeccion sobre monocapas de células Vero,
analizadas por IFI a distintos tiempos, permitieron verificar la misma distribucion en
tripomastigotes intracelulares (Figs. R3.4A y B). Sin embargo, es importante sefialar que
TolT-C mostré una distribucion aparentemente continua, mientras que las proteinas TolT-A 'y
-B presentaron un patrén de distribuciéon mas puntual (Figs. R3.4A y B), tipico de las
glicoproteinas de superficie de 7. cruzi [102]. Imagenes de microscopia confocal respaldaron
fuertemente la distribucion discontinua de TolT-A y -B (Fig. R3.4C) y, aun mas importante,
revelaron una co-localizacion minima entre sus sefales (Fig. R3.4C; coeficiente de
correlacion de Pearson R de co-localizacion: -0.3). En linea con esto, ensayos de
inmunoprecipitacion también sugieren una minima o nula interaccion entre proteinas TolT de
distintos grupos in vivo. Brevemente, extractos de tripomastigotes de la cepa CL Brener

fueron inmunoprecipitados con un antisuero anti-TolT-A (generado en rata; Tabla S1) y
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analizados por WB con antisueros especificos para cada grupo de TolT (todos generados en
raton; Tabla S1). Este ensayo muestra que TolT-A es la unica presente en la fraccion
inmunoprecipitada, mientras que TolT-B y -C solo se encuentran en las fracciones input y
flow-through, indicando que, si bien se expresan de manera coordinada, las distintas TolT no
interaccionan entre ellas in vivo (Fig. 3.4D).

Ademas del flagelo en tripomastigotes, algunos antisueros anti-TolT-A (pero no
todos) también marcaron estructuras internas en las formas amastigotes. Mas
especificamente, fue marcada una region discreta hacia el extremo posterior del cuerpo del
parasito, opuesta a la posicion del ADNk y al sitio de emergencia del flagelo vestigial (Fig.
R3.4A). Esto es consistente con los datos de WB presentados anteriormente (ver la sefial en
amastigotes para el antisuero anti-TolT-A; Fig. R3.3A). Los antisueros contra TolT-B y -C
también marcaron regiones internas discretas en la forma amastigote en ensayos de IFI (Fig.
R3.4A), que no habian sido detectadas por WB, muy probablemente debido a diferencias en
la sensibilidad de ambos métodos. Contrario a TolT-A, las sefiales de TolT-B se acumularon
hacia el polo anterior del amastigote, mientras que los productos de TolT-C lo hicieron en
ambos extremos, asi como también en un compartimento yuxtapuesto al ADNk, que no pudo
ser identificado (Fig. R3.4A). Ningin suero mostr6 reactividad contra epimastigotes en IFI

(datos no mostrados), en coincidencia con lo observado en ensayos de WB.
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Figura R3.4: Analisis de localizacion de proteinas TolT en 7. cruzi. A y B) Células HeLa
infectadas con 7. cruzi (A) o tripomastigotes purificados (B) se permeabilizaron y analizaron
por IFI utilizando el antisuero indicado. Las regiones ampliadas se representan con cuadrados
en las imagenes Merge originales. Las sefiales de 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) se
muestran en azul. En los paneles inferiores, se muestran dibujos esquematicos de la forma
amastigote en los que se indican el nucleo (n), el ADNk (k), el flagelo vestigial (fv) y, con
flechas, las senales de TolT. C) Imagen confocal representativa de tripomastigotes procesados
utilizando el antisuero anti-TolT-A de rata (en verde) y el antisuero anti-TolT-B de raton (en
rojo). Las puntas de flecha indican las sefiales que co-localizan. D) Extractos totales de
tripomastigotes purificados inmunoprecipitados con el antisuero de TolT-A generado en rata.
Alicuotas de las fracciones input (1), flow-through (FT) e inmunoprecipitada (IP) se
analizaron por WB con el antisuero indicado (todos hechos en raton). Se sefialan las Mr (en
kDa). En todos los casos se utilizoé la cepa CL Brener. Adaptado de [100].
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4. Caracterizacion bioquimica de TolT

Las proteinas TolT se encuentran asociadas, en su C-terminal, a un anclaje GPI
Para evaluar las predicciones in silico respecto al anclaje GPI, se trataron tripomastigotes CL
Brener con fosfatidilinositol fosfolipasa tipo C (phosphatidylinositol phospholipase C,
PI-PLC), que cliva especificamente este tipo de enlaces, y se analizaron por WB. Se observa
que el tratamiento causa la desaparicion casi total de las bandas correspondientes a TolT en la
fraccion correspondiente al pellet de parasitos y su aparicion concomitante en la fraccion
sobrenadante (Fig. R4.1A). El remanente de TolT-A y -C asociado al pellet de parasitos luego
del tratamiento con PI-PLC puede ser consecuencia de: i) la presencia de moléculas que
lleven un tipo diferente de grupo acilo, ii) la presencia de moléculas inmaduras que aun no
han alcanzado la superficie del parasito o iii) una digestion enzimatica incompleta.

Como abordaje experimental complementario, se utiliz6 un protocolo para obtener
una muestra enriquecida en proteinas ancladas a GPI de tripomastigotes CL Brener,
aprovechando su fraccionamiento preferencial en Triton X-114 (TX-114; ver Fig. MM2 para
mas detalles). Alicuotas correspondientes a las diferentes fracciones fueron analizadas por
WB, observandose que las especies TolT-A y -B se encontraban tanto en P1 (lisados totales
de parasitos), como en P2 (que contiene principalmente moléculas asociadas a la membrana,
excluidas de los microdominios ricos en GPI y esteroles) y en GPI (que contiene
principalmente proteinas ancladas a GPI). En términos relativos, y desestimando posibles
sesgos experimentales, TolT-B parece particionar mejor en TX-114 que TolT-A (Fig. R4.1B).
Junto con los datos de PI-PLC, estos hallazgos sugieren fuertemente que las moléculas TolT
(o al menos una fraccion significativa de ellas) estan ancladas a la membrana plasmatica del
tripomastigote mediante un motivo lipidico GPI. Descartando errores experimentales, la
presencia de TolT-A y -C resistentes a PI-PLC (Fig. R4.1A) y las variaciones entre grupos en
la relacion de abundancia GPI/P2 (Fig. R4.1B) revelan cierta heterogeneidad en como las
moléculas TolT se asocian a la superficie del parasito y sugieren que una fraccion minoritaria
de ellas, especialmente de los grupos TolT-A y -C, podria utilizar un grupo acilo diferente

para este proceso.
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Figura R4.1: Anclaje a membrana plasmatica de proteinas TolT de 7. cruzi. A y B)
Tripomastigotes de la cepa CL Brener tratados con PI-PLC de B. cereus (A) y fraccionados
con TX-114 (B). Alicuotas del lisado total de parasitos (P) y del sobrenadante (SN), tratados
(+) y sin tratar (-), asi como de los distintos pasos de la purificacion (P1y P2: pellet 1y 2, S2,
S3 y S5: sobrenadante 2, 3 y 5 y GPI) respectivamente, se analizaron por WB con el
antisuero indicado. Se sefalan las Mr (en kDa). Adaptado de [100].

TolT presenta diferentes patrones de glicosilacion entre cepas de 7. cruzi

En linea con los resultados obtenidos en [75] y [78] y con las predicciones in silico, se
analizo el perfil de N-glicosilacion in vivo de las distintas proteinas TolT. Para ello, se
realizaron ensayos de WB de lisados de tripomastigotes, tras un fraccionamiento en una
matriz de sefarosa acoplada a la lectina concanavalina A (ConA). Se observo que parte de los
productos de TolT-A, -B y -C se recuperaron en las fracciones unidas a ConA, indicando que
al menos una fraccion de ellos posee glicanos con alto contenido de manosa, particularmente
con estructuras de alta-manosa o hibridas (Fig. R4.2A). En la misma linea, el tratamiento de
tripomastigotes con endoglicosidasa H (endo-H) aumentd la movilidad electroforética de
TolT-A y -B (Fig. R4.2B).

Dada las diferencias observadas en los patrones cuali- y cuantitativos de expresion de
las proteinas TolT entre aislamientos de 7. cruzi (Fig. R3.3B), se realiz6 un tratamiento con
endo-H sobre tripomastigotes de distintas cepas/clones de parasitos disponibles en el
laboratorio: Sylvio X10/1 (Tel), Y C6 (Tcll), CL Brener (TcVI) y RA (TcVI). En todos los
casos se observo una Unica banda de menor peso molecular en las fracciones tratadas, que
contrasta con la escalera de bandas presente en las muestras sin tratar (Fig. R4.2C). Ademas,
se observo que para TolT-A en las cepas Syl e Y hay un mejor reconocimiento por parte del
antisuero sobre las formas deglicosiladas, respecto a las glicosiladas, lo que sugiere cierto

ocultamiento de los epitopos debido a la presencia de los glicanos.
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Figura R4.2: N-glicosilacion de TolT de 7. cruzi. Extractos totales de tripomastigotes de la
cepa CL Brener (A y B) o Sylvio X10/1 (Syl), Y C6 (Y), CL Brener (CL) y RA, fraccionados
con ConA (A) o tratados con endo H (B y C). Alicuotas de las fracciones flow-through (FT) y
bound (B) y tratado (+) y sin tratar (-), respectivamente, se analizaron por WB con el
antisuero indicado. En los paneles de abajo de (C) se muestran las membranas tefiidas con
Rojo Ponceau. Se senalan las Mr (en kDa). (A y B) adaptados de [100].

Sobre-expresion homologa de TolT en 7. cruzi

Para profundizar en la caracterizacion bioquimica de las TolT, se empled un sistema de
expresion homologa en parasitos, previamente utilizado en el laboratorio para el analisis de
distintas proteinas de 7. cruzi [70,103,108—110]. Para ello, un representante de cada grupo fue
clonado en el plasmido de expresion en 7. cruzi pTREX-Omni (Fig. Al), con un epitopo
FLAG por delante del sitio de clivaje de la secuencia consenso para la adicion de GPI (Fig.
R4.3). Esta disposicion del FLAG en glicoproteinas de superficie de 7. cruzi ha sido probada
exitosamente [103,109], ya que, aunque requiere un clonado en dos etapas (una para la region
GPI y otra para el SP-core, con un ensamblado final de la molécula completa; ver detalles de
clonado en Fig. A6), previene la pérdida del mismo en la proteina madura tras el clivaje del

SP y de la secuencia consenso de adicion de GPI.
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Figura R4.3: TolT con fusion a FLAG evaluados mediante estrategias de
sobre-expresion homologa. Ilustracion esquematica que muestra la disposicion del SP, el
core, el GPI y la etiqueta FLAG de las distintas TolT. TolT-A: TcCLB.506617.10, TolT-B:
TcCLB.510433.20, TolT-B sin GPI: TcCLB.504277.20 y TolT-C: TcCLB.504277.30.

Utilizando las construcciones pTREX-Omni TolT-FLAG y el plasmido
pTREX-Omni GFP-FLAG como control, se transfectaron epimastigotes de las cepas Sylvio,
Dm28c, CL Brener y RA, y se llevo a cabo la seleccion de los transfectantes con el
antibiotico geneticina (G418). Para la cepa CL Brener, ninguna de las lineas transgénicas
pudo ser seleccionada, mientras que en las demas cepas si pudieron generarse lineas estables
de epimastigotes transgénicos, que no mostraron fenotipos de crecimiento en cultivo axénico
(datos no mostrados). Sin embargo, ensayos de WB revelados con un anticuerpo monoclonal
contra la etiqueta FLAG (Invitrogen) sobre extractos totales de parasitos indicaron que, en
general, no se detecta la sobre-expresion de ninguna de las subfamilias de TolT analizadas en
el estadio epimastigote, mientras que los parasitos controles, transfectados con el plasmido
pTREX-Omni GFP-FLAG, muestran una correcta expresion de GFP (Fig. R4.4A). Los
parasitos transfectados con la construccion TolT-B sin GPI-FLAG de la cepa Sylvio si
mostraron expresion transiente de esta proteina, que pudo ser detectada por WB con el
antisuero anti-TolT-B (Fig. R4.4B). Estos parasitos, lamentablemente, nunca llegaron a
establecerse en cultivo axénico.

Para diferenciar los pardsitos, se incubaron monocapas de células Vero con una
muestra heterogénea de epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos de cada linea. Tras
alcanzar niveles apropiados de infeccion (aproximadamente 15 dias), los tripomastigotes
cosechados del sobrenadante se analizaron mediante WB, revelandose también con el
anti-FLAG. De manera sorprendente, no se detectd sobre-expresion de TolT-A y -C en
tripomastigotes de ninguna cepa, y solo se detecto la expresion de TolT-B-FLAG en la cepa
RA (Fig. R4.4C y datos no mostrados). Los parasitos controles, transfectados con el plasmido

pTREX-Omni GFP-FLAG, mostraron una expresion de GFP similar a la observada en
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epimastigotes (Fig. R4.4C). En todos los casos, se utilizaron parasitos wild type (WT) como

control negativo para la marcacion por FLAG.
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Figura R4.4: Analisis de expresion de proteinas TolT-FLAG en T. cruzi. Extractos totales
de parasitos transfectados con las construcciones indicadas o WT de las cepas RA, Dm28c y
Sylvio (T: tripomastigote, E: epimastigote) se analizaron por WB con el anticuerpo/antisuero
indicado. En los paneles inferiores se muestran las membranas tefiidas con Rojo Ponceau. Se
sefalan las Mr (en kDa).
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Posteriormente, se analizo la localizacion subcelular de las proteinas etiquetadas,
observandose que, para aquellos casos donde no se detectd expresion por WB, tampoco se
hizo por IFI (datos no mostrados). Para TolT-B-FLAG en la cepa RA, el analisis de IFI
permitid detectar la expresion en ambos estadios mayoritarios del mamifero. Por un lado, los
amastigotes presentan una marca discreta hacia el extremo anterior del cuerpo del parasito,
disposicion idéntica a la observada para TolT-B endoégena (Fig. R4.5). Los tripomastigotes,
en cambio, presentan un patron de marca para TolT-B-FLAG restringido al flagelo,
ligeramente distinto al observado para TolT-B enddgena. Esta marca varia entre un punto en
el extremo posterior (en el nacimiento del flagelo) y/o una linea punteada a la altura del
nucleo y/o una linea en la zona anterior del cuerpo del parasito, justo antes de la fraccion libre
del flagelo (Fig. R4.5). Ademas, se observo que aproximadamente solo el 50-60% de los
parasitos presentes en el campo visual tenian marca.

Una observacion relevante fue que, ademas de la dificultad para obtener
tripomastigotes (aun utilizando medios definidos que promueven la generacion de
metaciclicos como el M16 [111]), la prevalencia de parésitos sobre-expresantes decaia
rapidamente en el tiempo, hasta volverse indetectables en aproximadamente 1-2 meses.
Ensayos de WB muestran que para parasitos TolT-C-FLAG cosechados del sobrenadante de
células Vero infectadas no se observa la expresion de las TolT enddgenas ni de la proteina
TSSA 11, dos marcadores distintivos de la forma tripomastigote [103] (Fig. R4.6A). Més atn,
en estos parasitos (y en los TolT-A-FLAG, que también muestran una menor expresion de
TSSA 1) se detecta la expresion de TecSMUG L, un marcador de formas epimastigotes [109]
(Fig. R4.6A), indicando que esta poblacion estd compuesta por estadios diversos,
probablemente intermedios entre epimastigotes y tripomastigotes.

Es importante mencionar que, una vez lograda la infeccion celular, los parasitos
TolT-B sobre-expresantes no mostraron ningun fenotipo diferencial en cuanto a su
invasividad, replicacion intracelular y motilidad (no mostrados). Estos datos, sin embargo,
corresponden solo a observaciones no parametrizadas, realizadas durante los conteos y
repiques de los parasitos. Ensayos preliminares indican que TolT-B-FLAG, a diferencia de la
TolT-B enddgena (Fig. R2.5), no forma agregados en la superficie del parasito en ausencia

del agente reductor DTT en el buffer de siembra (Fig. R4.6B).
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Figura R4.5: Anidlisis de localizacion de proteinas TolT-FLAG en T cruzi.
Tripomastigotes extracelulares y amastigotes sobre-expresantes de TolT-B-FLAG
permeabilizados y analizados por IFI utilizando el anticuerpo anti-FLAG (Invitrogen). Las
sefales de DAPI se muestran en azul. Dibujos esquematicos de la forma amastigote indican
el nicleo (n), el ADNk (k), el flagelo vestigial (fv) y, con flechas, las sefiales de TolT. En los
paneles de la derecha se muestra, como referencia y a fines comparativos, la expresion de
TolT-B endogena en tripomastigotes (arriba) y amastigotes (abajo) WT.
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Figura R4.6: Caracterizacion de proteinas TolT-FLAG en 7. cruzi. Extractos totales de
parasitos transfectados con las construcciones indicadas o WT de las cepas RA (A) sin
tratamiento o (B) resueltos por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (DTT +) o no
reductoras (DTT -) se analizaron por WB con el anticuerpo/antisuero indicado. En los paneles
inferiores se muestran las membranas tefiidas con Rojo Ponceau. Se sefialan las Mr (en kDa).

También resultdo llamativo que, si bien el plasmido utilizado provee secuencias
regulatorias correspondientes a los genes TcP2P (HX1) y GAPDH de T. cruzi, que permiten
la expresion ubicua (en todos los estadios del parasito) de las proteinas recombinantes, no se
observ sobre-expresion de las TolT-FLAG en el estadio de epimastigote; a diferencia de lo
reportado para otras proteinas [108]. Esto podria deberse a que la expresion de TolT requiera
de alguna caracteristica estadio-especifica (presente en tripomastigotes pero ausente en el
estadio de epimastigote), entre las que podemos hipotetizar: i) la interaccion con ciertos
factores regulatorios que estabilice a los ARNm, potencien su traduccion o faciliten su
transporte; 1ii) algun factor requerido por la maquinaria celular para el correcto
procesamiento, plegamiento o estabilidad de las proteinas; iii) ciertas diferencias en el
metabolismo celular (disponibilidad de nutrientes, cofactores, o condiciones redox) que
podrian influir en la eficiencia de la transcripcion y traduccion del ARNm de TolT,

especificamente.
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5. Identificacion, mapeo y validacion de epitopos en TolT

El reconocimiento por anticuerpos se dirige al C-terminal maduro de TolT
Ensayos previos realizados en otros laboratorios sugirieron la presencia de epitopos B en
algunas proteinas TolT [78], que son reconocidos por anticuerpos especificos durante la
infeccion con 7. cruzi en humanos y perros [81]. La caracterizacion serologica exhaustiva de
estos potenciales reactivos serodiagnosticos, sin embargo, todavia estaba pendiente al inicio
de esta Tesis. Con el objetivo de llevar a cabo un mapeo fino de su estructura antigénica, y en
el marco de un proyecto de identificacion y mapeo a escala genémica de antigenos de T cruzi
[112,113], se analizaron en primer lugar 3 secuencias TolT-A (TcCLB.506617.10,
TcCLB.504157.130 'y  TcCLB.508767.20), 2  TolT-B  (TcCLB.510433.20 'y
TcCLB.504277.11), 1 TolT-B sin GPI (TcCLB.504277.20) y 1 TolT-C (TcCLB.504277.30)
utilizando microarreglos de péptidos de alta densidad [112]. El mismo tipo de aproximacion
experimental y analisis de datos fue utilizado para mapear a escala global la reactividad
serologica de la familia de las MASPs de 7. cruzi [114].

Brevemente, se analizaron péptidos de 15 aa de longitud, con una superposicion de 14
aa, que en conjunto cubrian la totalidad de cada una de las secuencias. Ademas de proveer
una maxima resolucion, este extensivo solapamiento permite tomar las sefiales de los
péptidos consecutivos como pseudoréplicas. Los arreglos se procesaron, primero, con
inmunoglobulina G (IgG) humana normal para evaluar la reactividad de fondo, luego con IgG
purificada de pacientes con Enfermedad de Chagas y los perfiles antigénicos finales se
calcularon mediante sustraccion de las sefales [112]. Los productos TolT mostraron, en
general, una reactividad muy baja en este primer abordaje. S6lo TcCLB.508767.20 (TolT-A),
TcCLB.504277.11 (TolT-B candnica) y TcCLB.504277.30 (TolT-C) fueron designados como
‘antigenos débiles’ en el contexto de todo el conjunto de proteinas evaluadas (Fig. R5.1A).
Ademas, cada uno de ellos mostrd solo un ‘pico antigénico’, es decir, una serie de péptidos
consecutivos que generan reactividad por encima del umbral de corte establecido (Fig.
R5.1A). Los picos antigénicos de TolT-A y -B abarcan la misma secuencia,
2661261*(S/PYGRNSTATRIQRTRPRVDGGGIPL, localizada en su region C-terminal madura y
fueron reconocidos solo por uno de los cuatro grupos de sueros humanos ensayados (grupo
D), mientras que el pico de TolT-C abarca la secuencia
"2AEKAAVDADTAALAALLEVLQHSK vy fue reconocido por dos de ellos (grupos C y D,
Fig. R5.1A). La anotacion de TcCLB.504277.11 esta truncada en su extremo N-terminal, por

lo que su grafica no presenta sefial en los primeros 100 aa. La posiciéon de sus picos se
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acompafia por un asterisco (*) dado que se estima a partir de la Met inicial esperada, basada
en secuencias TolT-B completas.

En un segundo set de microarreglos, mas amplio y actualizado, se incluyeron 7
secuencias TolT-A (TcCLB.506617.5, TcCLB.506617.10, TcCLB.506617.20,
TcCLB.504157.130, TcCLB.508767.20, TCSYLVIO 000403 y TCSYLVIO 009289), 5
TolT-B candnicas (TcCLB.508767.10, TcCLB.510433.20,  TcCLB.504277.11,
TCSYLVIO 004011 y TCSYLVIO 004012), 2 TolT-B sin GPI (TcCLB.504277.20 y
TCSYLVIO 004013) y 2 TolT-C (TcCLB.504277.30 y TCSYLVIO _004014) [113]. En este
caso, se abordaron dos estrategias. La primera, orientada a descubrir antigenos y mapear
epitopos, consistido en descomponer las proteinas en péptidos de 16 residuos superpuestos con
un desplazamiento de 4 aa y ensayarlas con muestras de IgG de diferentes grupos de sueros
provenientes de personas con Enfermedad de Chagas cronica de distintos paises: Argentina
(AR), Bolivia (BO), Brasil (BR), Colombia (CO), México (MX) y Estados Unidos (US). La
segunda estrategia, orientada a aumentar la resolucion del mapeo y estimar la prevalencia
poblacional de los antigenos, utilizd péptidos de 16 residuos superpuestos con un
desplazamiento de 1 aa, que se ensayaron con muestras de IgG obtenidas de sueros
individuales, provenientes de estas mismas regiones.

Esta vez, los productos TolT mostraron una mejor reactividad, definiéndose regiones
antigénicas en TcCLB.506617.10, TcCLB.506617.20, TcCLB.504157.130,
TcCLB.508767.20, TCSYLVIO 009289 (TolT-A), TcCLB.508767.10, TcCLB.510433.20,
TcCLB.504277.11, TCSYLVIO 004011, TCSYLVIO 004012 (TolT-B), TcCLB.504277.20
(TolT-B sin GPI), TcCLB.504277.30 y TCSYLVIO 004014 (TolT-C). Si bien, a modo
ilustrativo, solo se muestran los resultados de aquellas secuencias positivas para el primer
microarreglo (Fig. R5.1A), en términos generales se observa que las secuencias de TolT-A 'y
-B poseen, con algunas variaciones, una region antigénica (A3/B3) hacia su C-terminal, que
coincide muy bien con la secuencia antes descrita:
265 ASGRNSTATRIQRTRPRVDGGGIPLLLR y **RNSTATRIQRTRPRVDGGGIPLLLRAP,
respectivamente, y que es reconocida por sueros de todos los paises. Ademads, ambas
comparten un pico  (Al1/B2), reconocido solo por sueros de US:
'EAESEKAAAAARKTLEAAEK y '""EAEAETEKAAAAAQKTREAA, respectivamente
(Fig. R5.1B). TolT-A también presenta un pico (A2), en general mas pequefio y reconocido
por sueros de MX y US, sobre la secuencia: **KKAAIAEVMKKFAAKK, mientras que

TolT-B presenta un pico propio (B1), reconocido por sueros de AR y CO, sobre la secuencia:
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""EEAVKLADAAVAECKAAEEAAQAAGIMT (Fig. R5.1B). TolT-C, en cambio, muestra
resultados que difieren completamente con lo observado previamente. Por un lado, en la
secuencia de CL Brener muestra un unico pico en su N-terminal (C1), reconocido por sueros
de BR: ?’GANSPEKEAATPRKAEGGQP (Fig. R5.1B), mientras que, por el otro, en la
secuencia de Sylvio, presenta un pico hacia su C-terminal (C2), reconocido por sueros de
todos los paises: *’EAEKALNRAAAADKRVAELELARQKQSKEQGNEGRGHRRYV (datos
no mostrados). TolT-B sin GPI, por ultimo, no present6 un reconocimiento consistente por los
sueros de los  distintos  paises, identificandose en ella  dos  picos:
"SAEEAVKLADAAVAECKAAEEAAQA (BsinGPI1), similar al pico Bl (ver arriba), y
PREKEEERRRARDREEAYVGN (BsinGPI2), reconocidos por sueros de CO y MX,
respectivamente (datos nos mostrados).

Para los analisis con sueros individuales, solo se abarcan aquellas regiones antigénicas
definidas con el primer disefio (péptidos que fueron reactivos con al menos una muestra
positiva para Enfermedad de Chagas y que no mostraron sefial en muestras de personas sin
Enfermedad de Chagas), extendiéndose 16 aa a cada lado. Para TolT-A se consideraron las
regiones comprendidas entre los aa 169-220 (Al) y 253-308 (A3); para TolT-B las
comprendidas entre 102-153 (Bl), 162-213 (B2) y 250-305 (B3); y para TolT-C Ila
comprendida entre 5-56 (C1). Al y B2 presentan una seroprevalencia de 4.23% y 7.04%,
siendo la primera reconocida por 1 suero de AR, BO y US y la segunda por 2 sueros de BR 'y
3 de US. A3 y B3, por su parte, presentan una seroprevalencia del 29.58% y son reconocidas
por un numero variable de sueros de todos los paises (entre 1 y 9; los mismos, con alguna
excepcion). B1, con una seroprevalencia de 4.23%, es reconocida solo por 1 suero de AR, CO
y MX y Cl, con una seroprevalencia de 18.31%, es reconocida por un niimero variable de
sueros (entre 1 y 6) de BO, BR, CO, MX y US (Fig. R5.1C). Interesantemente, la region
incluida para la TolT-C de Sylvio, comprendida entre los aa 253-324 (C2), presenta una
seroprevalencia del 88.73% y es reconocida por entre 9 y 12 sueros de todos los paises,
sugiriendo que podria constituir un buen marcador seroldgico para infecciones con 7. cruzi
(datos no mostrados). Las regiones correspondientes a TolT-B sin GPI, entre los aa 97-152
(BsinGPI1) y 209-260 (BsinGPI2), presentaron seroprevalencias de 4.23% y 2.82%, con
reconocimiento por parte de 1 suero de AR, CO y MX, y 1 suero de CO y MX,

respectivamente (datos no mostrados).
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Figura RS.1: Analisis de epitopos B lineales de TolT mediante microarreglos.
Microarreglos compuestos por péptidos de 15 (A) o 16 aa (B y C), con superposicion de 14
(A), 12 (B) o 15 (C) residuos; abarcando el producto TolT indicado, sondeados, en duplicado,
con muestras de IgG purificadas. A) Sondeo con 8 grupos de sueros (A, B, Cy D), 4 con
Enfermedad de Chagas cronica y 4 negativos para la misma (-). Punto de corte: 3.0. B)
Sondeo con 12 grupos de sueros provenientes de distintos paises (AR: Argentina, BO:
Bolivia, BR: Brasil, CO: Colombia, MX: México y US: Estados Unidos), 6 con Enfermedad
de Chagas cronica y 6 negativos para la misma (-). Punto de corte: 10.78 (moda + 4 desvios
estandar, DE). C) Sondeo con 11-12 sueros individuales provenientes de distintos paises (P y
E: sueros incluidos y no incluidos en los pooles de cada pais, respectivamente). Punto de
corte: 5.81 (moda + 2.4 DE). Se indica la reactividad media de cada muestra de IgG hacia
cada péptido (en unidades arbitrarias de fluorescencia) frente a la posicion de los aa (tomando
como 1 a la Met inicial predicha esperada). Se sefialan las regiones antigénicas definidas. Los
puntos de corte se indican con lineas punteadas en negro.

Estos resultados indican que TolT presenta zonas antigénicas, conteniendo epitopos
B-lineales, de su centro hacia su extremo C-terminal. Ademas, puede inferirse que a) ninguna
de estas regiones antigénicas muestra una gran prevalencia y b) que algunas de ellas muestran
polimorfismos entre DTUs (Fig. S4), por lo que podrian constituir candidatos para esquemas
de serotipificacion [53]. Estos resultados son compatibles con la identificacion de respuestas
inmunes muy diversas en personas con Enfermedad de Chagas [113].

El perfil antigénico de TolT fue también evaluado utilizando proteinas recombinantes.
Para esto, se utilizaron una serie de construcciones con fusion a GST previamente generadas
(ver detalles de clonado en Figs. A3 y A5, seglin corresponda), denominadas en esta seccion:
A Nt (N-terminal de TolT-A, F54-T174), TolT-B Nt (N-terminal de TolT-B, Q61-L162), B/A
Ct (C-terminal de TolT-B comun a TolT-A, G155-A260) y C (region madura de TolT-C,
A83-S313). Estas moléculas se utilizaron en un ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos especificos en muestras de sueros de pacientes
con Enfermedad de Chagas cronico provenientes de Argentina, sin dafio patoldgico.
Mediante este procedimiento, se observa la deteccion de anticuerpos especificos de TolT en
una fraccion de los sueros positivos y en ninguno de los 19 sueros de individuos sanos (Fig.
R5.2A). Estos anticuerpos estan dirigidos a la region C-terminal conservada entre TolT-A y
-B.  Debido a problemas de expresion en  bacterias, la  secuencia
23*RNSTATRIQRTRPRVDGGGIPLLLRAP (A3/B3), destacada en ambas pruebas de
microarreglos (Fig. R5.1), no se incluyé en la proteina B/A Ct, indicando que la reactividad
observada resulta de la presencia del epitopo B2 identificado en los microarreglos, que se
extiende entre los aa 162 y 213. Ademas de la proteina B/A Ct, solo una muestra reacciono

contra la region N-terminal de TolT-A y dos muestras contra TolT-C (Fig. R5.2A). Respecto
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de esta ultima proteina, debe mencionarse que la region comprendida entre los aa 253-324
(C2), la mas reactiva para TolT-C segun los microarreglos peptidicos (detectada sobre la
secuencia de Sylvio), fue incluida solo parcialmente en la version recombinante fusionada a
GST. Ademas, esta ultima, refleja la secuencia correspondiente a CL Brener. Todas estas
consideraciones pueden haber afectado negativamente el reconocimiento seroldgico de C en

ELISA.
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Figura RS.2: Analisis de epitopos B de TolT mediante WB y ELISA. A) Diferentes
proteinas TolT de fusion a GST: TolT-A F54-T174 (A Nt), TolT-B Q61-L162 (B Nt), TolT-B
G155-A260 (B/A Ct), TolT-C A83-S313 (C) y GST fueron ensayadas por ELISA. Las placas
se recubrieron con el antigeno indicado y se incubaron con 31 muestras de suero de
individuos con Enfermedad de Chagas crénico (+) o 19 de individuos no infectados (-).
Ademas se analizaron sueros positivos de conejos (n = 9), perros (n = 9) y ratones (n = 8)
junto con 2 negativos de cada especie. La mediana y el DE de cada grupo se indican mediante
cajas y barras. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las medianas de las
poblaciones (****: P <0.0001, *: P <0.05, Test de Mann-Whitney). B) Las proteinas TolT-B
de fusion a GST indicadas se sometieron a tinciéon con CBB o se analizaron mediante WB
con 4 sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas cronico.
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Ensayos de WB sobre una serie de mutantes por delecion de TolT-B (proteinas
recombinantes fusionadas a GST; ver detalles de clonado en Figs. A2 y A3, segin
corresponda) reforzaron el perfil de reconocimiento, significativamente sesgado, de los
anticuerpos anti-TolT generados durante la infeccion por 7. cruzi en humanos. Se observa que
4 de 4 sueros positivos (ninguno de ellos incluido en el ELISA) también reaccionan con la
region C-terminal conservada entre A y B (Fig. R5.2B). Resultados similares se obtuvieron al
probar muestras de suero de conejos, perros y ratones infectados con 7. cruzi contra estas
proteinas recombinantes mediante ELISA (Fig. R5.2A), reforzando la idea de que los
epitopos B presentes en la region C-terminal conservada entre las TolT-A y -B son

inmunodominantes.
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Discusion y conclusiones

Como una primera aproximacion para re-evaluar antigénica y funcionalmente a las proteinas
TolT de 7. cruzi, realizamos exhaustivos analisis genomicos. Nuestros resultados revelan que
la complejidad de la familia TolT era ampliamente subvalorada. A diferencia de los apenas
tres genes casi idénticos dispuestos en tandem descritos originalmente [78], solo en CL
Brener se identificaron 11 secuencias, a partir de las cuales pudieron definirse tres grupos
robustos de genes, a los que denominamos TolT-A, -B y -C. Rastreos sistematicos de los
genomas de otras cepas de 7. cruzi nos permitieron identificar muchisimas mas secuencias,
que se agruparon en estas mismas ramas. Adicionalmente, pudimos definir un subgrupo
dentro de TolT-B (denominado TolT-B sin GPI) y un grupo adicional de secuencias
aparentemente quiméricas entre TolT-A y -B (denominado TolT-A/B). También encontramos
algunos pseudogenes para TolT, los que, junto a los probables eventos de quimerizacion de
las TolT-A/B constituyen marcas distintivas de la evolucion de las familias multigénicas en 7.
cruzi y en tripanosomatidos en general [115]. De acuerdo con la clasificacion propuesta en
este trabajo de Tesis, los ortdlogos de los genes TolT1-3 originales [41] formarian parte del
grupo TolT-A, mientras que la mezcla propuesta para serodiagnostico de la Enfermedad de
Chagas [81] incluiria, en principio, dos TolT-B candnicas (TcCLB.510433.20 vy
TcCLB.504277.11) y una TolT-A (TcCLB.504157.130). Es importante destacar que para
capturar la diversidad total de esta familia, debimos generar primero una base de datos curada
con todas las secuencias TolT presentes en los genomas disponibles en TriTrypDB (y otros
genomas de acceso restringido). S6lo un 40% de las secuencias TolT identificadas en
nuestros rastreos estaban anotadas, y muchas de ellas de manera incorrecta, lo que da una
idea de las limitaciones de los métodos actuales de anotacion de los genomas de 7. cruzi.

Los datos filogenéticos indican que TolT es una molécula de distribucion restringida
al clado de los tripanosomatidos. Mas precisamente, al grupo de los tripanosomas
estercorarios (los transmitidos por las heces del insecto vector) como 7. cruzi, T. cruzi
marinkellei, 7. grayi, T rangeli y T theileri. T. melophagium podria representar una
excepcion, aunque debe mencionarse que, si bien esta especie fue clasificada tentativamente
dentro del grupo Salivaria (tripanosomas inyectados junto a la saliva del insecto vector), su
forma de transmision no ha sido dilucidada de manera concluyente [116].

En T cruzi, los genes TolT se organizan diferencialmente en tres clusters, aunque no
es posible descartar que los clusters 1 y 2 correspondan, en realidad, a una misma region

genomica con pequefias variaciones estructurales entre las DTUs. Independientemente de
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esto, el patron de distribucion observado para estos tres clusters se ajusta al esquema
evolutivo mas aceptado para el taxon, en el cual Tcl, Tcll, Tclll y TcIV son las DTUs
ancestrales y TcV y TcVI son DTUs hibridas, originadas por eventos de recombinacion
reciente entre Tcll y Tclll. El cluster 3, por otro lado, es el tnico identificado por fuera de T.
cruzi (y T. cruzi marinkellei), lo que sugiere fuertemente que se trata del cluster ancestral.
Siguiendo con esta logica, y desestimando posibles errores inducidos por gaps en la
disponibilidad de informacion gendmica y/o por el hecho de que la mayoria de los genomas
de las especies analizadas han sido ensamblados en base al genoma de 7. cruzi, la hipotesis
mas parsimoniosa indica que un gen TolT de este cluster 3 habria emergido en un ancestro
comun de los tripanosomas Estercoraria, como una innovacion propia de este linaje o por
transferencia horizontal a partir de una bacteria (ver debajo). Mdas alld de esto, la
conservacion estricta de las TolT en las distintas especies analizadas (7. rangeli, T. theileri, T.
grayi y eventualmente 7. melophagium) y su ‘reciente’ expansion/diversificacion en 7. cruzi
indica que estas moléculas fueron seleccionadas positivamente, sugiriendo que confieren
alguna ventaja adaptativa. Por duplicacion génica seguida de diferenciacion a partir de este
gen original, que podria corresponder a un protogen del tipo TolT-B o -C, se habrian
generado las demads variantes presentes en ese cluster: TolT-B o -C (dependiendo cual sea
tomada como original) y TolT-B sin GPI. Solo en un antecesor comun de 7. cruzi y T. cruzi
marinkellei, y ya involucrando al menos un evento de recombinacion y/o translocacion,
habrian aparecido el cluster 2 y el 1 (cluster A, dado que alternativamente podrian ser vistos
como variantes haplotipicas). En un evento evolutivamente mas reciente, y ya en un ancestro
comun a todas las DTUs de 7. cruzi (aunque posterior a la ‘especiacion’ de T. cruzi
marinkellei), habrian emergido en este cluster (o estos clusters) los genes TolT-A, claramente
derivados a partir de TolT-B y, todavia mas tarde, y ya restringidos a Tcl, los genes TolT-A/B,
posiblemente por recombinacion entre genes TolT-A y -B (Figs. R1.6 y S1). Un esquema de

la evolucion propuesta para TolT se muestra en la Figura D1.
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Figura D1: Hipotesis evolutiva de TolT. Representacion esquematica que ilustra como
habria sido el origen y la diversificacion de TolT a lo largo del tiempo, en qué organismos y
los procesos genéticos involucrados. Cluster A: Clusters 1y 2 unificados.

Ademas de echar luz sobre el origen y la evolucion de TolT, el analisis a escala
genomica reveld algunos marcadores genéticos interesantes, particularmente dentro del
denominado cluster 2, que podrian ser explorados con diferentes propositos. Por un lado, las
secuencias quiméricas TolT-A/B, que resultan distintivas de las cepas Tcl. Por otro, la
presencia conjunta de genes TolT-B y -A en un mismo cluster, que parece ser un marcador de
cepas hibridas, TcV y VI. Por ultimo, la insercion de una secuencia anotada como 7TOR
kinase I parece ser una huella gendmica de las cepas TcVI. Este marcador es de particular
interés, ya que una de las mayores limitaciones de los métodos de tipificacion de 7. cruzi
usados actualmente es la discriminacion entre cepas TcV y TcVI [117]. Todos estos hallazgos,
si bien requieren mas investigacion y deben ser validados, podrian contribuir positivamente a
mejorar la resolucion de los esquemas de genotipificacion, esenciales para la vigilancia
epidemiolodgica y, eventualmente, para el manejo clinico de la Enfermedad de Chagas [118].

Comprender la distribucion en la naturaleza y la variabilidad entre cepas es
sumamente importante para la validacion de potenciales biomarcadores en 7. cruzi [119]. Esta
informacion es particularmente relevante para el desarrollo de herramientas diagnoésticas
precisas que puedan detectar de manera especifica todas las variantes del parasito (o
discriminar entre ellas, dependiendo del objetivo del andalisis) y que muestren una
performance similar en distintas zonas endémicas [120], asi como para disefiar vacunas
eficaces que ofrezcan proteccion amplia contra la infeccion con 7. cruzi. En el caso de TolT, a
pesar de la variabilidad observada, las diferencias entre moléculas del mismo tipo en distintas

cepas no parecen tener un mayor efecto, en principio, en su reconocimiento serologico. Los
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anticuerpos contra las diferentes variantes, disefiados a partir de las secuencias de CL Brener,
fueron capaces de reconocer todas las cepas ensayadas, sin importar su DTU. Por otro lado, la
identificacion de secuencias homologas a TolT en otros tripanosomas, algunos de los cuales
pueden infectar humanos [43], plantea la necesidad de evaluar de manera mas rigurosa la
especificidad de este marcador.

Las proteinas codificadas por los distintos grupos de TolT presentan tamafios y
caracteristicas bioquimicas y estructurales parcialmente diferentes. Sin embargo, a excepcion
de TolT-B sin GPI, todas ellas poseen senales descritas como responsables de la entrada a la
via secretoria y la localizaciéon en la cara externa de la membrana plasmatica de otras
glicoproteinas de 7. cruzi, como mucinas, MASPs, TASVs y TSs [102]. Nuestros resultados
respaldan un rol similar para estas secuencias en TolT. Otra particularidad destacable es la
presencia del motivo Cys-X;,-Cys; en el SP de las TolT, también encontrado en mucinas con
expresion restringida a estadios de mamifero (TcMUC). Teniendo en cuenta que la expresion
de las TolT también es maxima en estadios de mamifero, podria hipotetizarse que este motivo
ha sido seleccionado para mejorar la expresion y/o el procesamiento post-traduccional de
moléculas de superficie de estas formas del parasito. Alternativamente, se ha propuesto que la
conservacion de codones Cys en posiciones especificas esta involucrada en la generacion de
diversidad por recombinacion en familias génicas [121].

Las proteinas TolT presentan una estructura tridimensional comun, ensamblada casi
exclusivamente a partir de hélices a conectadas por giros. En esta estructura pueden
distinguirse dos grandes dominios: un ‘tallo’ C-terminal, formado por un hélice a de gran
longitud y una ‘cabeza’ N-terminal, formada por un apilamiento de un extremo de esta hélice
o con otras dos, mas cortas. Los modelos generados predicen la formacion de un puente
disulfuro intracatenario entre las Cys 75 y 127 y sus equivalentes, localizados en las hélices a
cortas de la ‘cabeza’. Nuestros estudios experimentales soportan esta hipdtesis y sugieren que
estos residuos Cys son esenciales para la estabilizacion de las proteinas TolT vy,
eventualmente para su multimerizacion y/o formacion de agregados moleculares en la
superficie del parasito. En TolT-B, ademas, las hélices a de la ‘cabeza’ parecen establecer
algin tipo de interaccion no covalente, lo que sugiere un mecanismo adicional de
estabilizacion de esta estructura. Debe mencionarse, no obstante, que no fue posible la
generacion y el analisis de mutantes, que permitieran dilucidar el rol de estas Cys in vivo.
Ademas, debe considerarse que los experimentos realizados con proteinas recombinantes se
llevaron a cabo antes del surgimiento de AlphaFold, motivo por el cual no se tuvo en cuenta

su prediccion para el disefo racional de las mismas. Por ejemplo, se podrian haber generado
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cada una de las 2 a-hélices cortas con su correspondiente Cys, la a-hélice mas larga que
carece de Cys y/o las 2 a-hélices cortas unidas.

La comparacion entre modelos generados para TolT y el dominio II de las proteinas
TolA bacterianas, confirma la similitud de sus estructuras tridimensionales, tal como habia
sido propuesto [78]. Esta similitud lleva a considerar dos escenarios: podria tratarse de un
caso de convergencia evolutiva, resultado de la necesidad de una arquitectura especifica para
realizar funciones similares. Las TolA bacterianas participan en la estabilizacion de la
membrana externa y en la translocacion de moléculas, incluyendo colicinas, que utilizan este
sistema como receptor para atravesar la membrana. De manera analoga, el ‘tallo’ de TolT
podria actuar como un espaciador molecular, para posicionar la ‘cabeza’ N-terminal por sobre
el glicocalix del parasito [12] y favorecer asi su interaccién con otras proteinas de la
membrana o del hospedador. Alternativamente, la similitud estructural podria asociarse a un
evento de transferencia horizontal; la captacion (y readaptacion) de secuencias procariotas en
el genoma de los tripanosomatidos ha sido reportada [110,122—126].

TolT habia sido descrita originalmente como un antigeno de expresion exclusiva en el
flagelo del estadio tripomastigote [75]. En este trabajo, confirmamos estos hallazgos para
todos los grupos de TolT. La distribucion punteada de TolT-A y -B es tipica de las
glicoproteinas de superficie de 7. cruzi [102], y, junto a los resultados del analisis de
colocalizacion por microscopia confocal asi como de inmunoprecipitacion, se confirma que
se trata de moléculas distintas, con interaccion practicamente nula. El patron de expresion de
TolT en tripomastigotes presenta heterogeneidades, no solo entre distintas cepas, sino
también entre estadios e incluso entre miembros de un mismo grupo, lo que es compatible a
un procesamiento post-traduccional diferencial, bastante comin en miembros de familias
multigénicas de 7. cruzi [103,108]. Particularmente, nuestros resultados indican que TolT esta
sujeto a distintos grados de N-glicosilacion, cuya estructura y complejidad son variables y, en
algunos casos, pareceria estar involucrada en el enmascaramiento de epitopos, por lo que
podria tener un rol en la inmunogenicidad de estas moléculas.

Mas relevante, nuestros datos muestran que las proteinas TolT también se expresan en
el estadio amastigote. En este caso, ademads, cada grupo muestra una localizacion intracelular
particular, lo cual pareceria indicar que hay un procesamiento diferencial de las distintas
proteinas y/o que estas se acumulan diferencialmente en distintos puntos de la via secretoria
del parasito, antes de llegar a la superficie. Los niveles de expresion de todos los grupos de

TolT caen significativamente (hasta niveles indetectables) en los estadios de insecto (al
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menos en epimastigotes), tanto a nivel de ARNm como de proteinas, lo cual es coincidente
con otros analisis transcriptomicos y/o protedémicos recientes [127,128].

En la bisqueda de comprender las funciones en las que TolT estaria involucrada, fue
que se intentd generar parasitos que la expresaran de forma homologa. Como se describio
anteriormente, el sistema utilizado no permitidé obtener sobre-expresantes en el estadio de
epimastigotes, asi como tampoco mantener la sobre-expresion en estadios de mamifero que
permitieran llevar a cabo ensayos funcionales. Probablemente, la falta de presion de seleccion
ante la ausencia del antibidtico correspondiente en el cultivo celular, sumada a la
heterogeneidad de la poblacion parasitaria de partida promueve, para este caso, la seleccion
de tripomastigotes no sobre-expresantes. Ademas, al menos para la linea transfectada con
TolT-C, se sugiere que la no expresion de la molécula recombinante puede deberse en parte
también a defectos en la diferenciacion y/o ciclado. Estas dificultades, sumadas a los largos
tiempos que demandan estos experimentos y al cese de actividades impuesto por la pandemia,
no permitieron la obtencion de cantidades suficientes de parasitos (estadios de mamifero)
para realizar ensayos funcionales estandarizados, asi como tampoco para llevar a cabo la
medicion de la expresion a nivel de ARNm, la purificacion de proteinas ancladas por GPI,
estudios de interaccion molecular establecidos por las TolT in vivo, o el analisis de
multimerizacion de manera robusta y reproducible. Con este panorama, algunas posibles
estrategias alternativas a evaluar en el futuro serian: i) emplear una linea celular que sea
resistente a G418; i1) utilizar un sistema de expresion homologa regulable, como pTcINDEX
[129]; iii) reemplazar las regiones no traducidas (untranslated regions, UTRs) aportadas por
el plasmido por las propias de TolT.

Interesantemente, estudios de otros laboratorios revelaron que algunas secuencias de
TolT pueden identificarse en distintos contextos. Como se menciond previamente, una
secuencia TolT, ahora identificada como TolT-B sin GPI (TcCLB.504277.20), se detectd entre
las proteinas asociadas a la cromatina mas abundantes en tripomastigotes [96], mientras que
una TolT-A (TcCLB.506617.20) fue detectada en vesiculas extracelulares de macrdofagos
infectados con 7. cruzi [130]. Otra secuencia TolT-A (TCSYLVIO_009289), por su parte, fue
detectada en interaccion especifica con las UTRs de los ARNm de LYTI, un factor de
virulencia de 7. cruzi, en tripomastigotes [131]. Todas estas evidencias, en resumen, sugieren
que TolT podria estar implicada en funciones relacionadas con la estabilizacion de la
membrana, la regulacion de la expresion génica y/o la modulacion de la respuesta inmune.

Nuestros resultados indican que la antigenicidad de TolT estd dirigida hacia su

C-terminal. De acuerdo con los datos reportados desde el microarreglo de péptidos, TolT-A y
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-B poseen un epitopo comin denominado A3/B3, que resulta reconocido por sueros de
pacientes de distintas zonas endémicas (y, por lo tanto, posiblemente infectados con distintas
cepas), pero con una prevalencia relativamente baja, excepto para sueros de Argentina. Sin
embargo, TolT-C resulta atin mas prometedora, dado que el epitopo denominado C2,
identificado en la secuencia TCSYLVIO 004014, perteneciente a la cepa Sylvio, fue
reconocido por sueros de todos los paises analizados, con una seroprevalencia de casi el 90%.
La falta de reconocimiento de este epitopo en la secuencia perteneciente a CL Brener podria
deberse a que, de acuerdo a los datos resultantes de un andlisis de tipo alanine-scan
mutagenesis sobre parte del mismo (de A273 a Q292), se observd que el reemplazo de los aa
D281 y K282 es lo que mas disminuye el reconocimiento antigénico, y la secuencia de CL
Brener posee un residuo E en la posicion 281 [113]. Algo a tener en cuenta es que esta
antigenicidad, evaluada mediante microarreglos, resulto relativamente baja al compararse con
la de otras familias de moléculas de superficie, como TSSA, cuya sefal duplica a la de TolT;
sin embargo, esta es suficiente para que TolT sea considerado un antigeno de interés para el
diagnostico y monitoreo de la Enfermedad de Chagas. Ademds, como se describid
previamente, también se analiz6 la antigenicidad sobre proteinas recombinantes, donde es
relevante resaltar la alta prevalencia en los sueros analizados (todos de Argentina) sobre el
reconocimiento del epitopo B2 (similar a Al), en contraste con lo observado en el
microarreglo. Esto indica que este epitopo podria: 1) incluir mas de 16 residuos consecutivos
(largo maximo de los péptidos analizados) y/o ii) tener un componente conformacional.

La identificacion y validacion de epitopos polimorficos entre cepas de 7. cruzi es la
base para el desarrollo de estrategias de serotipificacion directa del parasito [53,132]. La
capacidad de estas secuencias para detectar anticuerpos y correlacionarse con la respuesta de
las células T en humanos y animales ofrece nuevas perspectivas, que deberian centrarse en su
optimizacién y combinacion con otros biomarcadores para mejorar la precision y la eficacia
del diagnostico y tratamiento en poblaciones humanas y en otros hospedadores mamiferos.
En relacion con esto ultimo, deberia considerarse que las distintas mezclas propuestas para
serodiagnostico son parcialmente redundantes (contienen 2 moléculas TolT-B idénticas) vy,
mas importante, podrian simplificarse a la expresion de la region C-terminal de TolT-A o -B,
quizas adicionada con un representante del grupo TolT-C.

En definitiva, y si bien atin quedan desafios por delante, los hallazgos presentados en
esta Tesis contribuyen al conocimiento de la biologia de 7. cruzi y al desarrollo e
implementacion de estrategias conducentes a un mejor control de la Enfermedad de Chagas,

de gran relevancia e impacto regional.
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Analisis bioinformatico

Secuencias: Las genomas de los aislamientos Brazil A4 (Tcl), Dm28c¢ (Tcl), Sylvio X10/1
(Tel), Berenice (Tcll), Y C6 (Tcll), CL Brener (TcVI) y TCC (TcVI) de T. cruzi se tomaron
de la base de datos TriTrypDB (tritrypdb.org/tritrypdb/), mientras que los de las cepas
MT3663 (Tclll), Jose Julio (TcIV) y BOL-FC10A (TcV) se obtuvieron en el Instituto Pasteur
de Montevideo y fueron gentilmente cedidos por el Dr. Carlos Robello. El genoma de RA se
obtuvo en nuestro laboratorio (Dra. Virginia Balouz, resultados sin publicar). Los genomas de
los aislamientos Dm28c, Y C6, TCC, MT3663, Jose Julio, BOL-FC10A y RA fueron
obtenidos usando métodos NGS, basados en lecturas largas (PacBio, Nanopore), por lo que
presentan alta calidad de ensamblaje y, por ende, mejor resolucion de sus regiones repetitivas.

La busqueda de homologos de las secuencias de interés se llevo a cabo utilizando BLASTn.

Anadlisis de secuencias: Para la prediccion de sefiales de secrecion/direccionamiento al
reticulo endoplasmatico, SP, se us6 SignalP 6.0 [133], y para la de sefiales de anclaje por GPI
se usd PredGPI [134]. Para la prediccion de sefiales de fosforilacion, N-glicosilacion,
O-glicosilacion y palmitoilacion se utilizaron los algoritmos NetPhos 3.1, NetNGlyc 1.0,

NetOGlyc 4.0 y CSS-Palm 4.0 [135-138], respectivamente.

Alineamiento de secuencias y andlisis de filogenia: Los alineamientos de secuencias se
realizaron utilizando el algoritmo Clustal Omega [139] y se visualizaron en Jalview [140]. La
construccion de arboles filogenéticos se realizo utilizando MEGA [141], de acuerdo al
método de Neighbor-Joining con un analisis de bootstrap de 1000 repeticiones. Para los

graficos de sintenia se utilizé el paquete gggenomes de R [142].

Anadlisis estructural: Para la prediccion de la estructura tridimensional de proteinas se

utilizé AlphaFold [105,106] y para su visualizacion, analisis y edicion, Chimera X [143].

Materiales y técnicas de laboratorio

Bacterias

Cepas: Para procedimientos de clonado se usaron E. coli DH5a, genotipo: F— ®80lacZAM 15
A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96
relAl. La expresion de proteinas recombinantes se hizo en E. coli BL21-Codon Plus®,

genotipo: F- ompT hsdS (rB - mB -) dem+ Tetr gal A endA Hte (argU ileY leuW Camr).
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Cultivo: El cultivo de bacterias se efectud a 37°C en agitador rotatorio (200-250 rpm) o en
placas de Petri con 1.5% p/v de agar en medio LB (Luria Bertani: 10 g/L Triptona, 5 g/L
Extracto de levadura, 5 g/LL NaCl, pH 7). Para la seleccion, el medio fue suplementado con

antibioticos: 100 pg/mL Ampicilina, 34 pg/mL Cloranfenicol y/o 30 ug/mL Kanamicina.

Generacion y transformacion de bacterias competentes: La generacion de bacterias E.
coli DH5a y BL21-Codon Plus® ultra-competentes fue llevada a cabo a través del método de
Inoue et al. [144]. La transformacion de bacterias con ADN plasmidico fue efectuada

mediante shock térmico a 42°C, seglin [145].

Células

Cultivo: Se cultivaron células Vero (una linea de tipo fibroblasto derivadas de rifion de mono
verde africano) libres de micoplasma (obtenida de ATCC) a 37°C en una atmosfera de 5%
CO, en medio minimo esencial (MEM) suplementado con 5-10% v/v suero fetal bovino

(SFB), 0.292 g/L L-glutamina, 100 IU/mL Penicilina y 100 pg/mL Estreptomicina (Gibco).

Parasitos

Aislamientos: Se trabaj6é experimentalmente con los clones/cepas Dm28c (TcI), Sylvio

X10/1 (Tel), Y C6 (Tcll), CL Brener (TcVI), TCC (TcVI) y RA (TeVI) de T cruzi.

Cultivo y obtencion de estadios: El estadio epimastigote fue obtenido de cultivos axénicos
crecidos a 28°C con agitacion en medio BHT (Brain-Heart Tryptose) suplementado con 10%
v/v SFB inactivado por calor, 20 pg/L Hemina, 100 IU/mL Penicilina y 100 pg/mL
Estreptomicina; y se cosecho en fase exponencial de crecimiento. Los estadios tripomastigote
y amastigote derivados de células fueron obtenidos a partir de monocapas de células Vero
infectadas. Los tripomastigotes fueron enriquecidos por natacion [108] y cosechados del
sobrenadante por centrifugacion a 7000 rpm. Los amastigotes fueron obtenidos por
centrifugacion diferencial a partir de pellets de células lisadas. El estadio tripomastigote
metaciclico (derivado de la diferenciacion de epimastigotes) fue obtenido a partir de cultivos
en fase estacionaria tardia crecidos a 28°C sin agitacion. Estas formas no se purificaron, sino
que fueron usadas como mezclas de composicion indefinida (epimastigotes y metaciclicos)

para infectar células Vero.

Transfeccion de epimastigotes por electroporacion: Epimastigotes axénicos en fase

exponencial de crecimiento fueron lavados dos veces con BHT sin SFB a una concentracion
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final de 500 x 10° parasitos/mL y se colocaron alicuotas de 350 pL en cubetas de
electroporacion de 0.4 mm conteniendo 10 ug de ADN plasmidico en un volumen de 10-15
pL. Los parasitos fueron sometidos a dos pulsos sucesivos de 335 V y 1400 pF, incubados 5
min en hielo, diluidos 1:10 en BHT 10% SFB y recuperados por 24 h a 28°C, tras lo cual se
agregd 100 pg/mL de G418. Luego de la seleccion, los parasitos se cultivaron como se

explico anteriormente, con el suplemento de G418.

Infecciones de células con tripomastigotes: Para los ensayos de infeccion de células en
general, se infectaron 10° células Vero sobre vidrios circulares en placas multipocillos de 24
con 10° tripomastigotes/pocillo (M.O.1. = 100). Luego de 24 o0 48 h, las células se fijaron con
paraformaldehido (PFA) 4% v/v en buffer fosfato salino (PBS: 8 g/LL NaCl, 0.2 g/L KCI, 1.44
g/L Na,HPO4, 0.24 g/LL KH,PO4, pH 7.4) durante 30 min a temperatura ambiente (TA) y se

procesaron para IFI.

Técnicas de biologia molecular y ADN recombinante

Electroforesis de ADN: Los fragmentos de ADN fueron separados con fines analiticos o
preparativos en geles con distintos porcentajes de agarosa corridos en cubas electroforéticas y
teflidos con bromuro de etidio 0.5 pg/ml. Las muestras fueron sembradas en buffer de
siembra (naranja-G 0.04% p/v, glicerol 5% v/v) y el buffer de corrida utilizado fue TBE
(Tris-Borato 90 mM, acido borico 90 mM, EDTA 2.5 mM pH 8.3). El ADN se visualiz6 por

exposicion a luz UV.

Purificacion de ADN total de T. cruzi: Para la purificacion de ADNg de 7. cruzi se
cosecharon epimastigotes en fase exponencial centrifugando a 4000 rpm, 5 min a 4°C y
lavando tres veces con PBS. Se | utilizO6 el método de extraccion por
fenol-cloroformo-isoamilico seguido de una precipitacion con etanol [146]. La concentracion
(260 nm) y calidad (260/280 y 260/230 nm) fueron medidas utilizando un espectrofotometro
UV-VIS Micro-volumen (Thermo Scientific™ NanoDrop™).

Purificacion de ARN total de T. cruzi: Se parti6 de aproximadamente 400 x 10° parasitos
y se utilizo el reactivo comercial TRAzol (Dongsheng Biotech) siguiendo las indicaciones del
fabricante [109]. La cantidad (260 nm) y pureza (260/280 y 260/230 nm) del ARN se estim6
utilizando un  espectrofotometro UV-VIS  Micro-volumen (Thermo Scientific™

NanoDrop™). La integridad se verifico por electroforesis en gel de agarosa 1% p/v.
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Purificacion de ADN plasmidico: El ADN plasmidico se purifico, en general, mediante el
método de lisis alcalina [147]. Para secuenciacion, el ADN fue desalado y precipitado con
NaCl 0.4 M y PEG8000 2.5%. La purificacion de bandas escindidas de geles de agarosa se
hizo con el kit PURO (PB-L).

Digestion de ADN con enzimas de restriccion: Se utilizo 1 UE (unidad enzimatica) por
pg de ADN, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las digestiones se realizaron

en el buffer recomendado durante 3 h a 37°C.

Ligacion de fragmentos de ADN: Las reacciones se realizaron utilizando 100 ng de
plasmido y la cantidad de inserto necesaria para una relacion inserto:plasmido de 3:1, en un
volumen final de 10 pl. Se incub6 en el buffer correspondiente, con 0.4 U de ADN ligasa del
bacteriofago T4 a 16°C, durante toda la noche (overnight, ON; aprox. 16 h). Las ligaciones
de productos de PCR se realizaron en el plasmido comercial pGEM-T Easy (Promega)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

PCR (Polymerase Chain Reaction): Se utilizaron oligonucleotidos especificos derivados
de las secuencias de los genes de interés (ver Tabla S2). La reaccion se realizo en un volumen
final de 50 pl utilizando Taq ADN polimerasa recombinante (Invitrogen) en el buffer provisto
por el fabricante, junto a MgCl, 1,5 mM, 200 ng de cada oligonucledtido y 50 puM
concentracion final de cada desoxinucleétidos trifosfato (ANTP). La amplificacion se realizo
en 35 ciclos que constan de: -desnaturalizacion 1 min a 95°C, -hibridizacion 30 seg a la
temperatura correspondiente, -extension a 72°C durante 1 min por cada 1 Kb a amplificar. El
calculo de la temperatura de hibridacion se efectué utilizando NEB Tm Calculator,
herramienta provista por NEB (https://tmcalculator.neb.com/#!/main). Se empled este mismo

esquema tanto para moldes de tipo ADNg como para plasmidos bacterianos.

SOEing PCR (Splicing by Overlap-Extension PCR): Se disenaron 4 oligonucledtidos
sobre cada region de interés (ver Tabla S2). Dos de estos oligonucledtidos, los centrales,
contienen las secuencias necesarias para generar la modificacion deseada [148]. Utilizando
las combinaciones Fw2-Rv2 y Fw3-Rvl, conforme al protocolo de PCR descrito
previamente, se amplificaron dos fragmentos de ADN con una region de solapamiento en uno
de sus extremos (el final del primero con el inicio del segundo). Luego, estos fragmentos se

mezclaron en proporciones equimolares y, nuevamente siguiendo el protocolo de PCR ya
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descrito, estos fragmentos se fusionaron. La presencia de los oligonucledtidos terminales

(Fw2-Rv1) permiti6 la amplificacion exitosa del producto final.

RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR): Las reacciones de transcriptasa reversa partieron
de 3 pg de ARN utilizando oligo-dT 10 pM, dNTPs 10 mM y la transcriptasa reversa
M-MLYV Reverse Transcriptase (Sigma-Aldrich) en el buffer provisto por el fabricante.

PCR cuantitativa en tiempo real (Real-time qPCR): Muestras de ADN copia de los
distintos estadios de 7. cruzi CL Brener preparadas como se explico previamente (RT-PCR)
se analizaron por qPCR utilizando el kit KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (Kapa
Biosystems), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La incubacion y las mediciones se
llevaron a cabo con el equipo 7500 Real-time PCR System (Applied-Biosystems) y las
condiciones fueron: pre incubacion de 2 min a 50°C, un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C por 10 min y 40 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extension a 95°C por 15
seg y 63°C por 1 min. La cuantificacion relativa de los genes de interés se realizd con
LinRegPCR [149,150], que calcula la eficiencia de cada curva de fluorescencia via regresion
lineal en la parte exponencial de la reaccion. Como control endégeno se usaron los genes
Calmodulina y GAPDH de T. cruzi. Para calcular la relacion entre el gen de referencia y el
gen farget, incluyendo la correccion de la eficiencia, se utilizé la formula modificada de

Pfaffl [151]. [ref]

(Bref))<?

(El:ia?'_qei:l:'cg

ratio = farged]
Diserio y validacion de oligonucleotidos para Real-time gPCR: Se disefiaron 3 pares de
oligonucledtidos en regiones divergentes de TolT-A, -B y -C (Tabla S2). Se utilizaron las
secuencias TcCLB.506617.10. TcCLB.510433.20 y TcCLB.504277.30 respectivamente, las
cuales fueron cargadas en el software PerlPrimer v1.1.21 [152]. Se eligieron aquellos que
hibridan en las secuencias de interés minimizando la amplificacion cruzada. Cada par fue
utilizado en reacciones de PCR a punto final para evaluar la amplificacion de un solo
producto de tamaiio esperado y la ausencia de producto en el control sin templado. Los
productos obtenidos en cada reaccion fueron clonados en el plasmido pGEM-T Easy
(Promega) y secuenciados con los oligonucledtidos T7 y SP6, los cuales flanquean al sitio de
clonado multiple (MCS; Tabla S2). Luego de esta validacion se procedio con la realizacion y
cuantificacion de la Real-time qPCR. Al finalizar cada experimento se realizaron curvas de

disociacion para evaluar la especificidad de los oligonucleétidos (Fig. MM1).
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TolT-A TolT-B TolT-C

Dervelien
Frsaion Regortin (-Fn
Dot Repaetes {-Frd

TcCalmodulina

Cortertee Reporter (<)

Tampratue ) Temperature 1)

Figura MM1: Especificidad y pureza de los productos de Real-Time qPCR. Curvas de
disociacion de TolT-A, TolT-B, TolT-C, TcGAPDH y TcCalmodulina. Se representa la
fluorescencia (derivative reporter (ARn)) en funcion de la temperatura (°C).

Expresion y analisis de proteinas

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en sistemas procariotas: Para
la expresion de proteinas recombinantes como fusiones traduccionales a la enzima GST, se
utilizaron plasmidos de expresion procariota de la linea pGEX (Pharmacia Biotech). También
se expresaron construcciones fusionadas a etiquetas 6xHis en pldsmidos pET (Novagen). La
purificacion se realizo a partir de cultivos bacterianos crecidos ON, diluidos 20 veces en LB y
crecidos aproximadamente 3 h a 37°C con agitacion hasta una densidad optica (DO) de 0.6 a
600 nm. Los cultivos se indujeron agregando Iso-Propil-Tio-f-D-Galactosido (IPTG) 0,25-1
mM y se dejaron crecer por 3 h adicionales a 37°C en agitacion. Los pellets de bacterias
cosechados se resuspendieron en buffer de lisis (EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 1 mM y TX-100 1% v/v en PBS o NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10
mM, PMSF 1 mM y TX-100 0.2 % v/v) y se lisaron por sonicacion. Las fracciones solubles

se incubaron ON a 4°C con la resina Glutathione Sepharose 4 Fast Flow o Ni Sepharose
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(ambas de Cytiva), segin corresponda. Las proteinas se eluyeron con glutation reducido 15
mM en Tris-HC1 50 mM pH 7.6 o Imidazol 500 mM pH 8 y se verifico su pureza ¢ integridad
en SDS-PAGE tefiidos con CBB. La cuantificacion se realizé por el método de Bradford
segun las indicaciones del fabricante (BioRad) usando como estandar soluciones de

concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA).

SDS-PAGE: Se utilizaron geles de distintos porcentajes de acrilamida:bis-acrilamida 29:1
(principalmente 12.5%) segun [145]. Las muestras se sembraron con buffer de siembra
(Tris-HCI 50 mM pH 6.8, dodecil sulfato sédico -SDS- 1% p/v, glicerol 10% v/v, azul de
bromofenol 0.1% p/v con o sin DTT 100 mM). Los geles se corrieron en cubas

electroforéticas y luego fueron tefiidos con CBB G-250 o transferidos a membranas (WB).

Sueros de infeccion, inmunizacion de animales y obtencion de antisueros

Sueros humanos de infeccion con T. cruzi: El panel de sueros de pacientes infectados
(entre 10 y 65 anos de edad, de ambos sexos, cursando la fase cronica de la enfermedad, sin
sintomatologia asociada) fue provisto por el Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario
Fatala Chabén” (Buenos Aires, Argentina). Las muestras de sangre se obtuvieron por
venipuntura y se analiz6 la presencia de anticuerpos especificos contra 7. cruzi por dos kits
comerciales disponibles: ELISA, utilizando homogenato total de parasito, y
hemoaglutinacion indirecta (HAI, Wiener lab). Los sueros negativos se obtuvieron de
distintos bancos de sangre: Fundacion Hemocentro Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina,
Hospital de Enfermedades Infecciosas ‘Dr. Francisco Javier Muifiiz’ (Buenos Aires,
Argentina), Hospital Italiano de Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina) y Hospital

Municipal ‘Dr. Diego E. Thompson’ (San Martin, Buenos Aires, Argentina).

Otros sueros de infeccion con T. cruzi: Los sueros de conejos, ratones y perros infectados
experimentalmente fueron provistos por Daniel Sanchez, Valeria Tekiel (ambos del 1IBio,
UNSAM) y Marta Cardinal (FCEyN, UBA), respectivamente. En todos los casos, se usaron

sueros de animales sin infectar como controles.

Obtencion de sueros de inmunizacion: Para la obtencion de antisueros (Tabla S1), 25 pg
de cada proteina fusionada a GST fueron emulsionados en adyuvante completo de Freund e
inyectados intraperitonealmente en ratones BALB/c (de 60-90 dias de vida). A los 30 y 45
dias post-inmunizacion se realizaron dos inoculaciones extra (boosts) con 12.5 pg del mismo

inmunogeno emulsionado en adyuvante incompleto de Freund. Los ratones se sangraron a
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blanco y los sueros se obtuvieron por centrifugacion tras dejar coagular la sangre 30 min a

37°C. El suero anti-TolT-A generado en rata fue provisto por Juan Mucci (IIBio, UNSAM).

Inmunoensayos

Western-Blot (WB): Los geles SDS-PAGE fueron transferidos a membranas de polifluoruro
de vinilideno (PVDF) mediante el dispositivo de transferencia himeda (BioRad) de acuerdo a
las indicaciones del fabricante. Para el andlisis de WB, las membranas se bloquearon 1 h a
TA en agitacion con solucion de bloqueo (leche descremada 5% o 1% p/v en PBS con 0.05%
Tween 20 (PBST)), se incubaron con los anticuerpos monoclonales o los antisueros
correspondientes (dilucion 1:10000 y 1:250-1:500, respectivamente; en la misma solucion)
durante 1 h a TA u ON a 4°C, en agitacion. Los lavados (3 de 5 min c/u) se realizaron en
PBST. Finalmente se incubd con anticuerpos secundarios acoplados a Horse-Raddish
Peroxidase (HRP, Sigma-Aldrich) o a los fluorocromos IRDye® 800-CW o 680-RD (Li-Cor
Biosciences, dilucion 1:5000 y 1:10000 en solucion de bloqueo, respectivamente) durante 1 h
y se reiteraron los lavados. El revelado se efectud por quimioluminiscencia utilizando el
sustrato SuperSignal West Pico (Pierce) sobre placas radiograficas, o por fluorescencia

utilizando el escaner Odyssey IR basado en laser (Li-Cor, Inc.).

Dot-Blot: Se colocoé una gota de la proteina de interés sobre una membrana de PVDF.
Luego, la membrana se bloquedé 1 h a TA en agitacion con solucion de bloqueo (leche
descremada 1% p/v en PBST), se incubd con el antisuero correspondiente (dilucion
1:250-1:500, en la misma solucion) durante 1 h a TA u ON a 4°C, en agitacion. Los lavados
(3 de 5 min c/u) se realizaron en PBST. Finalmente se incubd con anticuerpos secundarios
acoplados a los fluorocromos IRDye® 800-CW (Li-Cor Biosciences, dilucion 1:10000 en
solucion de bloqueo) durante 1 h y se reiteraron los lavados. El revelado se efectud por

fluorescencia utilizando el escaner Odyssey IR basado en laser (Li-Cor, Inc.) [70].

Inmunoprecipitacion (IP): Se resuspendieron 2x10° tripomastigotes cepa CL Brener en 1
mL de buffer ip (PBS con TX-100 0.1% v/v y un cocktail inhibidor de proteasas
(Sigma-Aldrich)). A este extracto (fraccion de entrada o input) se le anadieron 6 pl del suero
anti-TolT-A generado en rata y se incubd ON a 4°C con agitacion constante. Se afiadieron 150
uL de proteina G-Sepharose (GE Healthcare) previamente lavada con 500 uL de buffer ip, y
se incubd por 3 h a 4°C con agitacidon constante. Se centrifugd a 600 x g durante 1 min, se
retird el sobrenadante (fraccion flow-through) y la resina se lavd 5 veces con 1 mL de buffer

ip. Las fracciones input, flow-through e inmunoprecipitada (IP) fueron analizadas por WB.
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Inmuno-Fluorescencia Indirecta (IFI): Para los ensayos de IFI, las formas
extracelulares de pardsitos se cosecharon y lavaron en PBS, se adhirieron 1x10° a
cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich), se fijaron por 30 min en PFA 4%
p/v en PBS, se bloquearon por 30 min en BSA (Sigma-Aldrich) 4% p/v en PBS (PBSA)
suplementado con saponina al 0.5% p/v para permeabilizar y se incubaron con el anticuerpo
correspondiente diluido en PBSA. Tras 3 lavados en PBS, se agrego el anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor (Molecular Probes) y DAPI (10 pg/ml) para la tincion de los
nicleos y por ultimo se montd sobre un portaobjetos con el reactivo FluorSave
(CalBiochem). Para evaluar estadios intracelulares, 10000 células Vero se colocaron en
cubreobjetos y tras incubarlas ON se infectaron con 1x10° tripomastigotes por cubreobjeto.
Tras 16 h, se lavaron con PBS, se fijaron y procesaron como se describi6é anteriormente. En
ambos casos, previo al bloqueo, se incubd con cloruro de amonio 25 mM en PBS para
disminuir la fluorescencia basal. Los antisueros se utilizaron 1:25-1:50, mientras que los
anticuerpos monoclonales 1:250 y los anticuerpos secundarios 1:1000. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i acoplado a una camara
DS-Qil CCD vy fueron procesadas con el programa Image] [153]. Para los ensayos de
colocalizacion, tripomastigotes fijados y adheridos a cubreobjetos (como se describid
anteriormente) fueron bloqueados con BSA (Sigma-Aldrich) 3% p/v y suero de caballo 2%
v/v en PBS (PBS-AHS) e incubados con los sueros anti-TolT-A generado en rata y
anti-TolT-B generado en raton (dilucion 1:100). Tras los lavados se agregaron los anticuerpos
secundarios (dilucion 1:1000). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio Olympus
IX-81 acoplado al mddulo confocal FV-1000 y el analisis de colocalizacion se realizé con el

plugin Colocalization Finder de Image].

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Se realizé la adsorcion de 75 ng
antigeno a placas de 384 pocillos (Nunc MaxiSorp) en 30 pL de buffer bicarbonato
(Na,CO3/NaHCO; 50 mM pH 9.6) a 4°C durante 16 h [154]. A continuacion se bloque6 1 h a
37°C en solucién de bloqueo (leche descremada 4% p/v en PBST), se lavo 3 veces con PBST
y se incubd con el antisuero primario (dilucion 1:500 para humano y conejo, 1:400 para raton
y 1:1000 para perro) por 1 h a 37°C. Luego se lavo y se incubd 1 h con el anticuerpo
secundario correspondiente, acoplado a HRP, dilucion 1:2500 para humano y 1:5000 para el
resto (Sigma-Aldrich). Finalmente se lavd el anticuerpo secundario y se procedid con el
revelado y finalizacion de la reaccion para luego hacer la lectura de absorbancia a 450 nm.

Las soluciones de revelado (I mg de TMB (Sigma-Aldrich), 333 pL de DMSO y 120 pL de
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H,0, (30 vol) en 10 mL de buffer citrato 0.1 M pH 4.2) y finalizacién (H,SO, 2 M) fueron
idénticas para todos los ensayos. La deteccion colorimétrica se realizd con el sistema
FilterMax F5 Multimode Microplate Reader (Molecular Devices). Los sueros se analizaron
por duplicado y todos los valores de absorbancia fueron relativizados al valor de un suero

positivo analizado en cada ensayo.

Criterios de positividad y negatividad en ELISA: Con el objetivo de determinar la
positividad o negatividad de los sueros, se incluyeron en cada ensayo de 2 a 4 muestras de
sueros de individuos no infectados con 7. cruzi con caracteristicas similares a los del
muestreo. Los sueros analizados se consideraron: i) positivos, si la media de la absorbancia
de las muestras menos 3 DE era mayor a la media obtenida para el mismo antigeno con los
sueros negativos mas 3 DE; ii) negativos, si la media menos 3 DE era menor a la media para

el mismo antigeno con los sueros negativos mas 3 DE.

Técnicas bioquimicas

Purificacion de fracciones enriquecidas en proteinas ancladas por GPI: Un esquema
de este protocolo se presenta en la Fig. MM2. Brevemente, se homogeneizaron 1.5 x 10
parasitos en 2 mL de buffer GPI (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, TX-114 2% v/v,
PMSF 1 mM y un cocktail inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich)) y se incubaron 1 h en
hielo. El homogenato se centrifugd a 8800 x g por 10 min a 0°C y el sobrenadante (S1) se
guardd a -20°C durante 24 h. El pellet (P1) se lavo con 1 mL de buffer A (Tris-HCl 10 mM
pH 7.4, NaCl 150 mM, TX-114 0.06% v/v, PMSF 1 mM) y se guardd. El S1 fue
descongelado y sometido a separacion de fases a 37°C por 10 min seguida de centrifugacion
a 3000 x g por 3 min a TA. La fase acuosa (S2) fue recuperada y la fase de detergente se
resuspendié en 1 mL de buffer A, se incub6 30 min a 0°C y se sometié a una re-extraccion.
La fase superior (S3) se recuperé nuevamente y la fase rica en detergente fue re-tratada con 1
mL de buffer A, con el cual se homogeneizo y se incub6 a 0°C durante 30 min para luego
centrifugarse a 18000 x g por 10 min a 0°C. El pellet (P2) se lavé con 1 mL de buffer Ay se
guardd mientras que el sobrenadante (S4) se sometid a una nueva fase de separacion. La fase
superior (S5) fue recolectada y la inferior, rica en detergente y enriquecida en proteinas
ancladas por GPI, se recolectd como fraccion GPI (GPI). Esta ultima se precipitd agregandole
4 volimenes de acetona fria, incubando a -20°C ON y luego centrifugando 10 min a 18000 x
g a TA. Las distintas fracciones (P1, P2, S2, S3, S5 y GPI) se resuspendieron en buffer de

siembra y se analizaron por WB.
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Resuspender pellet de 1.5x10%
parasitos en 2 mL de buffer GPL
Incubar 1 h en hielo.

|

Centrifugar 10 min a 8800 x g y 0°C.

| » | Pellet 1 (P1)

A

Sobrenadante 1 (51)
Incubar 24 h a -20°C.
Separacion de fases: incubar 10 min a 37°C.
Cenltrifugar 3 min a 3000 x g a TA.

l » | Fase acuosa 2 (S2)

Agregar 1 mL de Buftfer A a la fase detergente.
Incubur 30 min a 0°C.
Repetir la separacion de fascs.

l » | Fasc acuosa 3 (83)

Agregar 1 mL de Bufter A a la fase detergente.
Incubar 30 min a 0°C.
Centrifugar 10 min a 18000 x g a 0°C.

I
v
Sobrenadante 4 (S4)
Repelir la separacién de fases,

I
v
Fraceién GP1
Agrepar 4 volumenes de acetona tifa.
Incubar ON a -20°C.
Centrifugar 10 min a 18000 x g a TA.

|

Resuspender P1, P2, S2, 83, 85 y GPI
en buller de siembra y analizar mediante WB.

Pellet 2 (P2)

A J

L J

Ifase acuosa 5 (85)

Figura MM2: Resumen del protocolo de purificacion de fracciones enriquecidas en
proteinas ancladas con GPI con TX-114. Adaptado de [155].

Tratamiento con PI-PLC (phosphatidylinositol phospholipase C): Se trataron 5 x 10’
tripomastigotes incubandolos con 0.1 U de PI-PLC recombinante de Bacillus cereus
(Thermo) a 4°C durante 30 min. Se chequed la morfologia y motilidad pre y post tratamiento.
Luego se centrifugd para obtener el pellet de parasitos y su sobrenadante, los cuales se

procesaron para ser analizados por WB.

Fraccionamiento con ConA (Concanavalina A): Pellets de 3 x 10® tripomastigotes se
homogeneizaron en 500 pL de buffer ConA (Tris/HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM,
TX-100 1% v/v, Nonidet P40 0.1 % v/v, deoxicolato de sodio 0.1 % p/v, Cl,Ca 5 mM, Cl,Mg
5 mM, Cl,Mn 5 mM, cocktail inhibidor de proteasas 1% v/v (Sigma-Aldrich) y DTT 1 mM)
y se fraccionaron incubandose con 100 pulL de ConA-Sepharose (GE Healthcare) ON a 4° C.
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Las glicoproteinas retenidas se eluyeron con 150 pL de buffer ConA suplementado con

a-metilmanosido 0.5 M (Sigma-Aldrich).

Tratamiento con Endo-H (Endoglycosidase H): Se resuspendieron 2.5 x 107

tripomastigotes en Glycoprotein Denaturing Buffer 1X (Biolabs), se incubd 10 min a 100°C,
y se tratd con 2000-3000 U de Endo-H (Biolabs) durante 1 h.

Técnicas biofisicas

Dicroismo circular (DC): La proteina recombinante a analizar se purifico en batch
empleando una matriz de Niquel. Dado que la elucién se realizé en presencia de grandes
concentraciones de imidazol, el cual interfiere en la lectura, la solucion proteica eluida se
dializ6 2 veces contra PBS a 4°C. Como control se utilizd el buffer de elucion sometido a las
mismas condiciones que la muestra. La lectura se llevd a cabo con el equipo Chirascan
V-100. EI servicio fue prestado por el Laboratorio de Biofisica Estructural y Quimica
Bioorganica de Proteinas, Departamento de Quimica Biologica, Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.
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Antisueros

Tabla S1: Antisueros generados

Anexos

Nombre Inmunodgeno Especie
TolT-Ai6n F54-T174 de TcCLB.506617.10 Raton
TolT-A.., L106-K179 de TecCLB.506617.10 Rata
TolT-B Q61-S103 de TcCLB.510433.20 Raton
TolT-B sin GPI E248-W276 de TcCLB.504277.20 Raton
TolT-B/A G155-A260 de TcCLB.510433.20 Ratoén
TolT-C A83-S313 de TcCLB.504277.30 Raton
TolT-C (péptido) K144-H163 de TcCLB.504277.30 Raton

Oligonucleotidos

Tabla S2: Oligonucledtidos utilizados

Nombre

Descripcion

Secuencia (5°-3’)

Oligonucledtidos empleados en la generacion de construcciones

BFwl
BRv3
BRvl
BFw2
BRv2
BFw3
ANtFw
BNtFw

B/ACtRv

ASOEingFw2
ASOEingRvl
BSOEingFw2

BSOEingRvl

TolT-B desde Q61
TolT-B hasta A260
TolT-B hasta S103
TolT-B desde S97
TolT-B hasta L162
TolT-B desde G155
TolT-A desde M1
TolT-B desde M1
TolT-B/A hasta C310

TolT-A desde R65 con C75
WT

TolT-A hasta K169

TolT-B desde K59 con C71
WT

TolT-B hasta L162

CGggatccCAGGAGTACGCTGATGAGGCT
CGgaattcGCGCTGCGTCATTCCCCTTCT
CGgaattcGCTCATCCTTGTAGCCTCAGA
CGggatccTCTGAGGCTACAAGGATGAGC
CGgaattcCAACAGCTCCGGTCCACTTCC
CGggatccGGAAGTGGACCGGAGCTGTTG
tctagaATGCTGGCGGTGATGGTGAT
tctaga ATGATGATGCACCCTTTCTT
CGActcgagCTAGCACGATAAGAAGCC

ggatccCGGGAGGAGGTGGATGAGGCCA
ACCAGCATTGTGTGCAA

ctcgagCTACTTGTCCAAAAGATCCCCTG

ggatccAAGGCGCAGGAGTACGCTGATGA
GGCTAACCGGCACTGCGTG

ctcgagTCTACAACAGCTCCGGTCCACT
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ASOEingFw1

BSOEingFwl

ASOEingRv2

BSOEingRv2
ASOEingFw3
BSOEingFw3
AFw

ARv
BsinGPIFw
BsinGPIRv

CFw
CRv

BsinGPIfullFw
BsinGPIfullRv
CNtFw

CCtRv
ANtRv
B/ACtFw

BNtRv

CNtRv

CCtFw
pGEXFw
pGEXRv
T7

SP6

TolT-A desde R65 con C75S

TolT-B desde K59 con C71S

TolT-A hasta A129 con C127S

TolT-B hasta K124 con C123S
TolT-A desde T125 con C127S
TolT-B desde E122 con C123S
TolT-A desde F54

TolT-A hasta T174

TolT-B sin GPI desde E248
TolT-B sin GPI hasta W276

TolT-C desde A83
TolT-C hasta S313

TolT-B sin GPI desde M1
TolT-B sin GPI hasta R285
TolT-C desde M1

TolT-C hasta C344
TolT-A hasta 1287
TolT-B/A desde P280

TolT-B hasta 1287

TolT-C hasta Y319

TolT-C desde S310
Oligo universal
Oligo universal
Oligo universal

Oligo universal

Anexos

ggatccCGGGAGGAGGTGGATGAGGCCA
ACCAGCATAGTGTGCAA

ggatccAAGGCGCAGGAGTACGCTGATGA
GGCTAACCGGCACAGCGTG

AGCCTCGCTTTCGGTCACGGCAGCCTT
AGCTTCATT

CCTTGCTTTCGGCCACGGCA
ACCGAAAGCGAGGCTGCAGA
GAAAGCAAGGCGGCGGAGGA
GCggatccTTTGACTGGGCATTCAAG
GActcgagCTAAGTATGATTTGCCGCCTT
GAggattcGAGAATGCCATGAGGGGTG
GActegagGGCCATTGCCACCTTAAAG
GAggatccGCGACAATGCAATGCATG

GActcgagCTAACTCCCACTGCGTCTGAC
TC

tctaga ATGCTGGCGGTGATGGTGAA
atcgatTCTTAAAGTATATAAAA

tctaga ATGACGCGTAATAGGCTTTT
CGActcgagCTAGCACCATGCAACAA

atcgat AATGCCGCCGCCATCCACCCGCGG
TCTCGTCCTTTGAA

CGAgaattcCCaCGGGTGGATGGC

atcgatGATGCCGCCGCCATCCACCCGTGG
TCTCGTCCTTTGAA

atcgat ATAGTTGCTGCTGCTGTCACTCCC
ACTGCGTCTGA

CGAgaattc AGTGGGAGTGACAGCAGC
GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGT
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGA
AATACGACTCACTATAGGG

ATTTAGGTGACACTATAG
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Oligonucleétidos empleados en Real-time qPCR

ART Fw ToITA CTGGGCTTGAGAAAGAAGCAG

ART Ry TeCLB.506617.10/506617.20 166 AATTCCTGOTCCTCCT

B RT Fw TolLB AGGCTACAAGGATGAGCAGG

B RT Rv TeCLB.508767.10/510433.20 A ACCTTAGTCTTCTCGTCC

CRT Fw CCAAGAAATACGCCGAAGAG
TolT-C TcCLB.504277.30

CRT Ry TTTGTCAGTCGAATCTGCAGAG

Calm Fw TceCalmodulin CCCGACGGAGGCGGAGCTGC
TeCLB.506391.10/506391.20/
507483.30/507483.39/

Calm Ry SRen GTCCACGTCGGCCTCGCGGA

GAPDH Fw TcGAPDH GTGCGGCTGCTGTCAACA
TcCLB.506943.50/506943.60/

GAPDH Rv 509065.60/509065.70 AAAGACATGCCCGTCAGCTT

GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTIT

Oligo-dT-anchor TTTTTTTT

Plasmidos

Los plasmidos utilizados para la generacion de las construcciones fueron pGEM T Easy,
pET28a(+), pGEX-2T, pDIY-eG y pTREX-Omni. pGEM T Easy (Fig. A1A) es un plasmido
de clonado pre-linealizado en su sitio EcoRV, con una timina protruyente en cada extremo 3’
que genera un sitio de insercién para los productos de PCR de polimerasas que dejan
adeninas 3’ protruyentes (como la Taq). Posee el MCS dentro del gen LacZ, permitiendo la
seleccion de colonias recombinantes mediante screening blanco/azul (a través de la adicion
de X-gal al medio de cultivo). La seleccion de bacterias transformantes puede realizarse
utilizando ampicilina (AmpR). pET28a(+) (Fig. A1B) es un plasmido de clonacion y
expresion de proteinas recombinantes que contiene al promotor T7 y al operador lac, los
cuales controlan la expresion de la proteina de interés mediante la adicion de IPTG, el cual
bloquea al represor del operon lac, lacl, permitiendo la expresion de la ARN polimerasa T7,
que se une al promotor T7 e induce la expresion de la proteina recombinante. Posee una
configuracion His-Tag N-terminal/trombina/T7 Tag y una secuencia His-Tag C-terminal
opcional. En este caso, la seleccion puede realizarse utilizando kanamicina (KanR).
pGEX-2T (Fig. A1C) es un plasmido de clonado y expresion de proteinas recombinantes con

fusion a GST en su N-terminal, inducible por IPTG. La seleccion bacteriana puede realizarse
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utilizando ampicilina (AmpR). pDIY-eG (Fig. A1D) es un plasmido de expresion en 7. cruzi
derivado del plasmido pTREX-Omni, cuya construccion es muy versatil, ya que permite
fusionar a la proteina de interés a uno o mas fags como GFP, FLAG y HA. La seleccion
puede llevarse a cabo con ampicilina (AmpR). pTREX-Omni (Fig. A1E) es un plasmido de
expresion para 7. cruzi, derivado del pTREX. Este se integra en el locus ribosomal y la
transcripcion ocurre por la ARN polimerasa [ desde su promotor. Posee los mismos tags que
pDIY-eG y la seleccion en bacterias se realiza utilizando ampicilina (AmpR), mientras que en

el parasito se utiliza geneticina (G418).

EeoRT XhoI, Noll, Eagl, HindIII,
ESoRVy oRT £all,facl, EcoRT, BanHT  Nhel,Hdel,Neol, xbal

A pGEM-T Easy 1) | pET-28a(+)
3015 pb 5 5369 pb

BanHI

Figura Al: Plasmidos. Mapas ilustrativos de los plasmidos pGEM T Easy (A), pET28a(+)
(B), pGEX-2T (C), pDIY-eG (D) y pTREX-Omni (E). Se indican los sitios de restriccion
utilizados, los tag disponibles y los genes que confieren resistencia a antibioticos, entre otros.
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Construcciones

Se describen las estrategias de clonado utilizadas para la generacion de las construcciones
finales utilizadas.

Construcciones para la expresion recombinante de TolT-B como fusion a 6xHis
para el ensayo de CD

Se amplifico por PCR gran parte de la region madura de TolT-B (Q61-A260 de
TcCLB.510433.20; Fig.R2.4A) a partir de ADNg de la cepa TCC. Para esto, se utilizaron los
oligonucledtidos BFwl y BRv3 (detalle en Tabla S2), los cuales poseen los sitios de
restriccion BamHI y EcoRI, respectivamente; con los que luego se clond direccionalmente en
el plasmido pET-28a, que provee una fusion traduccional al N-terminal con una etiqueta de

6xHis.

Kkol,¥otl,Eagl, HindLII, Nhel, ¥del, ¥oeol, Xbal
PCR: Brwip €| BRy3 Lot

BamHI EcoRl

TolT-B Q61-A260

617 pb . .
Digestion:
5all, SacI,ZcoRl BamHI-EcoRI N,
T ET-28a(+)
b pET-28a
Ligacion: 5369 pb

pET-28a(+) +
TolT-B Q61-A260
5970 pb

4500

Figura A2: Construcciones para la expresion recombinante de TolT-B como fusion a
6xHis para el ensayo de CD. Esquema donde se representa como el producto de PCR
obtenido con los oligonucledtidos BFwl y BRv3, tras ser digerido con las enzimas
BamHI-Xhol, se lig6 al plasmido pET-28a(+), también digerido.
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Construcciones para la expresion recombinante de distintas regiones de TolT-B

como fusion a GST

Se amplificaron por PCR distintas regiones de TolT-B a partir de pET-28a(+) + TolT-B
Q61-A260. Para esto se utilizaron los pares de oligonucleotidos BFw1-BRv1, BFw2-BRv2,
BFw1-BRv2 y BFw3-BRv3 (detalle en Tabla S2) para los fragmentos 61-103, 97-162,
61-162 y 155-260, respectivamente. Todos estos poseen los sitios de restriccion BamHI y
EcoRI, respectivamente, con los que luego se clond direccionalmente en el plasmido

pGEX-2T, que provee una fusion traduccional al N-terminal con una etiqueta de GST.

PCR: BFwlb>  €BRvI To|T-B Q61-S103
BamI -- FeoR] 145 pb

BEw2 B €IBR2 ToIT-B $97-L162

BamHI - LEcoRI 214 pb

BFwlE €1BRv ToIT-B Q61-L162
BarHT - FcoRT 322 pb

BFw3 > €IBRV TOIT-B G155-A260
Baml — TcoRl 332pb

Digestion:
BamHI-EcoRI

Ligacién:
BamHT

Aval
BsoBI
TspMI
Hmal
Smal
EcoRI

g pGEX2-2T + ToIT-B Q61-5103 / % %VE
¥ S97-L162 / Q61-L162 / G155-A260 =5 £ &
5260/ 5250 / 5142 / 5073 pb £rgs

Tag
Tog.

Figura A3: Construcciones para la expresion recombinante de distintas regiones de
TolT-B como fusion a GST. Esquema donde se representa como los productos de PCR
obtenidos con los oligonucleotidos BFw1-BRv1, BFw2-BRv2, BFw1-BRv2 y BFw3-BRv3
son ligados al plasmido pGEX-2T tras ser digerido con las enzimas BamHI-EcoRI.
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Construcciones para la expresion recombinante de una region de TolT-A y B
como fusion a 6xHis

Por un lado, se amplificaron por PCR convencional distintas regiones de TolT-A y -B y, por
otro, se generaron las modificaciones necesarias mediante SOEing PCR. En primer lugar se
obtuvieron, a partir de ADNg de la cepa CL Brener, las secuencias completas de TolT-A y -B
utilizando los oligonucledtidos ANtFw-B/ACtRv y BNtFw-B/ACtRv, respectivamente.
Luego, usando estos productos como molde, se llevaron a cabo 4 reacciones de PCR: 1)
ASOEingFw2-ASOFEingRv1 y BSOEingFw2-BSOEingRv1 para obtener las secuencias sin
modificaciones (WT), ii)) ASOEingFw1-ASOEingRvl y BSOEingFw1-BSOEingRv1, para
obtener las secuencias con la primer Cys modificada (C75/71S), iii)
ASOEingFw2-ASOEingRv2 y BSOEingFw2-BSOEingRv2, para obtener secuencias
parciales con la segunda Cys modificada (parte 1, pl) y iv) ASOEingFw3-ASOEingRvl y
BSOEingFw3-BSOEingRv1, para obtener secuencias parciales con la segunda Cys
modificada (parte 2, p2). La mezcla de los productos obtenidos en iii y iv, los cuales poseen
secuencias que se solapan hacia el final del primero y principio del segundo, se utilizaron
como molde en otra reaccion de PCR (v) (SOEing PCR) con lo oligonucleotidos
ASOEingFw2-ASOFEingRvl y BSOEingFw2-BSOEingRv1l obteniéndose productos que
resultan de la union de los anteriores, con su segunda Cys modificada (C127/123S). Por
ultimo se llevo a cabo una reaccion de PCR (vi) sobre estos, utilizando los oligonucleotidos
ASOEingFw1-ASOEingRvl y BSOEingFw1-BSOEingRv1, con los que se generd la
modificacion adicional de la primera Cys (C75/71S y C127/123S). Todos los
oligonucledtidos forward (fw) y reverse (rv) utilizados poseen los sitios de restriccion BamHI
y Xhol, respectivamente, con los que posteriormente se clond direccionalmente en el
plasmido pET-28a, que provee una fusion traduccional al N-terminal con una etiqueta de

6xHis.
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PCR: . SOEJ‘.DgFW%,B (|§QEinngl TolT-A yBWT
D i SR 330y 327 pb
... SOEingFwlly ¢ €ISOEngRvl ToIT-A y B C75/718
D i PSR- < 330y 327 pb
i) SOEingFw2 b €SOEngRv2 To|T-Ay B C127/123S (pl)
sanii1! 201y 198 pb
jyy SO SOFingRvl To]T-A y B C127/1238 (p2)
Xhol 144 y 141 pb
*TolT-A 125-169
TolT-B 122-162
SOEingFw2 |
v)  Bamil - €ISOEingRy1 +MTGAAGCTAMGGCTGCCOTGACCOAMGOGAGGCT 3

(==
_ TolT-Ay B C127/1238
rni! {ERGG Xrol 350 U3

SOEingFw1 ) &sOFingRv ToIT-A y B C75/71S y C127/1238

D i EESETD -~ 330y 327 pb

¥hol,BcoRI BamdT . ce
HindTTT ot ndel Digestion:

NeoT,xbar BamHI-Xhol

¥hel,Motl,Esgl HindllZ,
5811, 8azl, BeckL, a1

Bhel,raes, neel, xbal
Bl Tl

pET-28a(+)
5369 pb

pET-28a(+) +
TolT-A 65-169 0 B 59-162
5653 0 3650 pb

Figura A4: Construcciones para la expresion recombinante de una region de TolT-A y
-B como fusion a 6xHis. Esquema donde se representan los productos de PCR obtenidos con
los oligonucledtidos  SOEingFw2-SOEingRvl (i), SOEingFw1-SOEingRv1l  (ii),
SOEingFw2-SOEingRv2 (iii) y SOEingFw3-SOEingRv1 (iv) sobre las secuencias completas
de TolT-A y -B, asi como también los de SOEingFw2-SOEingRv1 (v) sobre la mezcla de los
productos de (iii) y (iv) y SOEingFw1-SOEingRv1 (vi) sobre el producto de (v). Los
productos finales (i, ii, v y vi) fueron, junto con el plasmido pET-28a(+), posteriormente
digeridos con las enzimas BamHI-Xhol y ligados a este.
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Construcciones para la expresion recombinante de las distintas TolT como fusion
a GST para la generacion de antisueros

Excepto para las TolT-B candnicas, para quienes se utilizan las construcciones TolT-B
Q61-S103 y G155-A260 ya generadas (Fig. A3), para TolT-A, -B sin GPI y -C se utiliz6 la
técnica de PCR para amplificar regiones diferenciales entre ellas. Para esto se utilizd la
secuencia completa de TolT-A descrita anteriormente o ADNg de la cepa CL Brener como
templado y los pares de oligonucledtidos AFw-ARv, BsinGPIFw-BsinGPIRv y CFw-CRv
(detalle en Tabla S2), segtin corresponda. El clonado direccional en el plasmido pGEX-2T se
llevé a cabo usando el sitio BamHI presente en los oligonucledtidos fw junto con el sitio
EcoRI aportado por el plasmido pGEM-T Easy en el cual se clonaron todos los productos de
PCR.

A

PCR: arwl €ARVI To|T-A F54-T174
o D 382pb

BsinGPIFw [ &BsinGPIRY To|T-B sin GPI F248-W276
BamHT 105 pb

*TolT-BsinGPT
T248-W276

CPwl b €CRY2 ToIT-C A83-S313

s D Ti2pb

pGEM-T Easy

3015 pb

*pGEM-T Easy + TolT-A F54-T174 /
TolT-B sin GPI E248-W276 /

TolT-C A83-D313
3397/3120/3727 pb
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Digestion:
BamHI-EcoRI

Ligacion:

*nGEM-T Easy + TolT-A F54-T174 /
TolT-B sin GPI E248-W276 /

TolT-C A83-D313
3397/3120/3727 pb

BamHT

*pGEX-2T + Tol T-A F54-T174 /
TolT-B sin GPI E248-W276 /

TolT-C A83-S313
5327 /5051 /5657 pb

Xhol, Aval,BsoBT
EcoRl

Figura A5: Construcciones para la expresion recombinante de las distintas TolT como
fusion a GST. Esquema donde se representa como los productos de PCR obtenidos con los
oligonucledtidos AFwI1-ARv1, BsinGPIFw-BsinGPIRv y CFwl-CRv2 son ligados al
plasmido pGEM-T Easy (A). Posteriormente estas construcciones, junto al vector pGEX-2T,
fueron digeridas con las enzimas BamHI-EcoRI y los productos ligados a este (B).

Construcciones para la sobre-expresion de TolT como fusion a FLAG

En primer lugar se obtuvieron, mediante PCR sobre ADNg de la cepa CL Brener, las
secuencias completas de TolT-B sin GPI y C utilizando los oligonucleétidos
BsinGPIfullFw-BsinGPIfullRv y CNtFw-CCtRv (detalle en Tabla S2), respectivamente. Las
secuencias completas de TolT-A y -B ya se habian obtenido previamente utilizando los

oligonucledtidos ANtFw-B/ACtRv y BNtFw-B/ACtRv, respectivamente. A continuacion,
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utilizando estos productos como molde, se amplificaron para TolT-A, -B y -C, también por
PCR, 2 regiones, la primera que corresponde a aquella que se encuentra rio arriba de la
secuencia consenso para la adicion de GPI (SP-core) y la segunda que corresponde a la que
se encuentra rio abajo del mismo (GPI). Esto se consiguid utilizando los oligonucledtidos
ANtFw-ANtRv, BNtFw-BNtRv y CNtFw-CNtRv, para la primera, y B/ACtFw-B/ACtRv y
CCtFw-CCtRv (detalle en Tabla S2), para la segunda. Cada uno de estos productos se clono
direccionalmente en el plasmido intermediario pDIY-eG (GenBank Accession Number
IN596089) [156] utilizando los sitios de restriccion Xbal-Clal y EcoRI-Xhol presente en los
distintos pares de oligonucledtidos. Dada la disposicion de estos sitios en el plasmido, este
clonado resulta en la secuencia SP-TolT de cada TolT seguida de un epitopo FLAG y luego
de la secuencia GPI. Esta region se subclond de forma direccionada en el plasmido
pTREX-Omni con las enzimas de restriccion Xbal-Xhol, cuyas posiciones permiten la

delecion de la secuencia de GFP presente en el plasmido original.

A

PCR: ANtFw B> €lANRy ABCEW > €lABCRY
it G
BNtFw | P | BNRv P
SP-core-B GPI-B
BsinGPIFw | 958 pb €] BsinGPIRy 114 pb
< D
SP-core-BsinGPI
864 ph
CNtF\y_]) P €onmy corw B €cemy
SP-core-C GPI-C
969 pb . 123 pb

clal

Digestion:
Xbal-Clal y/o EcoRI-Xhol

Ligacion:

*pDIY-eG +
SP-core-A/B/C-FLAG-GP1/

SP-TolT-BsinGPI-FLAG
2939 /2924 /3045 / 2834 pb
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Digestion:
Xbal-Xhol

Ligacion:

#pDIY-eG +
SP-core-A/B/C-FLAG-GPI /

sampr OP-TolT-BsinGPI-FLAG
xbal 2939 /2924 /3045 /2834 pb

EcoRT

pTREX-Omni +
SP-core-A/B/C-FLAG-GPI /

SP-TolT-BsinGPI-FLAG
7205 /7190 /7310 /7100 pb

Clal
EcoRI

®hoT

" et

Clal

Figura A6: Construcciones para la sobre-expresion de TolT como fusion a FLAG.
Esquema donde se representa como los productos de PCR obtenidos con los oligonucleotidos
ANtFw-ANtRv, ACtFw-ACtRv, BNtFw-BNtRv, BCtFw-BCtRv, BsinGPIFw-BsinGPIRv,
CNtFw-CNtRv y BCt-Fw-BCtRv fueron digeridos con la enzimas Xbal-Clal o EcoRI-Xhol,
segiin corresponda, y ligados al plasmido pDIY-eG también digerido (A). Posteriormente
estas construcciones, junto al plasmido pTREX-Omni, fueron digeridas con las enzimas
Xbal-Xhol y los productos ligados a este (B).
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Figuras suplementarias

Figura S1: Sintenia de los genes TolT. Se esquematizan las regiones genémicas conteniendo
los genes TolT identificados en 7. cruzi, T. cruzi marinkellei, T grayi, T. melophagium y T.
theileri definidas como cluster 1 (A), 2 (B) y 3 (C). En todos los casos se indican los genes
TolT y los marcadores posicionales utilizados en colores de acuerdo a las referencias. El nivel
de identidad (%) entre las secuencias se representa por enlaces en la gama del rojo (100%) al
negro (70%) o en gris (<70%). Los genes de TolT truncados se indican con una linea vertical
donde corresponde. Los contigs fueron editados para la correcta visualizacion de los genes de
interés. La escala indica la distancia en nt.

Al 1“ . iu 1 iﬂ 1 1“ 1] %0 L} 10 Ll %“ L] 1‘] " %D 1 ‘w
THECEHAMEEE .55 5o s r i a i em o o e o e o 0 A B B B B 1 B B B
oIT-A_TeCLE.S06617.20 ATGCTGGCGGTGATGGTGATGCGECETTTCTTGTETGCCCTGETGTTTTTTGCGCTCTGETGETGCT TTCCCAATTCCGTGTGTGCGGCGGATGATACAG
TolT-E ) 51043320 scececsenan- ATGATGATGCACCCTTTCTTGTGTGCCCTGCTTTTTTTTGCGCTCTGCTGCTGCTTTCCTAATTCCGTGTGTGCGGCGGATGATACAG
TEMARK ZTBO 55w . 8 w4 8 0, 0 8 R 8 B 6 e R e e R S
1] 'Ilo L] IZD L] *m Ll l‘o 1 *50 L] lso 1 *70 1l lsu 1 %90 1 ?Do
TRECE BES e e e e s s e e et es st dssesrseaaissssaiasaotaanss
A TeCLE.S506617.20 ETRCTAATACCACTEGEGATGTCAATGET T CEGCGATACEGAETAATATEAAAGABGETTTTGACTGEGCATTCAAGGCGATETTTAAGGCGEGGGAGGA
T ) CTACTAATACCACTGAGAATGCCAGTGCTATGGCGCCACCGGETGATATGAGGGGGGCGTTGAGAGAGGTGTTGGGAGCCATGCAGAAGGCGCAGGAGTA
TCMARK_27B0 = = = = = = = = = = = = = = = = = m e m e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeoeeaea
Ll %10 L] %20 1 %m 1
TRSCSE 04859 = = = - = = = = wm e e e e e e e e e 'r TG .us AGA T
A TeCLES06617.20 GGTGGATGAGGCCAACCAGCATTGTGTGCAAGCTAAACTAAGTGCGACE AGCT AGAA ATGGC
TalT-E 351 ) CECTGATGAGGCTAACEGGCACTGCEGTGCAAGCAAGAATGAGCEGETGAG CGB! AG GGE AATGC s
TR B L= s 2 i S L L S i e A B 2 oS ) SRS TS A i e i S 0 e L ) e ot o A SO S S i b el
320 330 F 3 3o
- it Iy "
TRSCSE_( mss 'r .TTGT. TETET R Al Acc AGG
T-A_TcCLB. 50661 m cn ATHABG AG! Al c.uc TGAA Ti
folT-8 1' T CA G Ic Al
m_umx_zvsn --- cn n cllal TGC
— T —
a40 450 160 470
b - e -
TRSCS8_04859 GGGn Acn s'r.q Tcnc ------ AGG cca AGInch c
A_TeCLB.506617.20 c ACAA mc [= CATA GCAGGA 'rrcc AM:AGG T
TalT-B B_510433.20 T TGGG! -GTTGG GAcc G
Tc_MARK_2780 ur T T 16| -—A.CCAGT chc T

TRSCS8_04859

Tc_MARK_2780

TRSCSB_04859
\_TcCLB.S06E 20

Tc_MARK_2780

TRSCSS 04859
CLE

Tcl MMK.Z?BIJ

d —_ -
u

?50 L}
—
Tn.scsa,mss Teol c GTT c
A_TeCLB. 5066 - ¥
ToIT-E 4 A
'rc_MAnK_z;'sn c

Figura S2: Secuencias TolT sin asignacion. Alineamiento de secuencias de ADN de
TRSC 04859 y Tc. MARK 2780 con secuencias de referencia TolT-A (TcCLB.506617.20) y
TolT-B (TcCLB.510433.20). Los nt fueron coloreados segin el porcentaje de identidad. Por
arriba y/o debajo se indican los polimorfismos segun haya coincidencia con TolT-A (rojo), -B
(verde) o ninguno (negro).
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Figura S3: Productos TolT de la cepa CL Brener de 7. cruzi. Alineamiento de secuencias
de aa de todas las secuencias TolT de la cepa CL Brener, anotadas en TriTrypDB, coloreado
segun el porcentaje de identidad. Se representa en barras amarillas/marrones el grado de
conservacion.
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Figura S4: Polimorfismos del epitopo A3/B3 entre las DTUs de T. cruzi. Alineamiento de
secuencias del epitopo A3/B3 de TolT-A y -B, respectivamente, representativas para cada
DTU (Tcl-VI). Se diferencian con colores sus distintas variantes: STRE (verde), STRL (rojo)
y ATRI (naranja). Los residuos fueron coloreados segun el porcentaje de identidad. A la
derecha se indica el numero de secuencias para cada variante de cada DTU.
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