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Exploracion de una nueva proteina para el diagndstico y analisis del N-
glicoma plasmatico en la enfermedad de Chagas cronica.

Resumen. La enfermedad de Chagas (EC) es una zoonosis potencialmente mortal
causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi que afecta a mas de 8 millones
de individuos en todo el mundo, especialmente en América Latina. Esta patologia
presenta una fase aguda generalmente asintomatica que, sin tratamiento, progresara a
una etapa cronica en la que el 70% de los individuos permanecera sin manifestaciones
clinicas demostrables mientras que el 30% restante presentard mega sindromes
gastrointestinales y diversos grados de miocardiopatia. Durante la fase cronica, el
diagnostico se basa en la deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi de tipo IgG debido a la
escasa o nula cantidad de parasitos circulantes, aunque el rendimiento de las pruebas
seroldgicas actuales para el diagnéstico de la EC cronica (EChc) es muy variable.
Ninguna de ellas constituye por si misma un ensayo “gold standard” con 100% de
sensibilidad y especificidad, por lo que la exploracion de nuevos biomarcadores para
alcanzar un diagndstico certero sigue siendo un desafio.

En nuestro laboratorio, gracias a la construcciéon de bibliotecas de anticuerpos
recombinantes a partir de células B de pacientes con la forma cardiaca de la EChc, se
obtuvo el anticuerpo de cadena simple (scFv) 6B6 dirigido contra una proteina de alto
peso molecular de T. cruzi. Esta proteina, aislada por inmunoprecipitacion, fue
reconocida por plasma de pacientes con EChc, pero no por muestras de individuos no
infectados o con leishmaniasis cutanea mediante ensayos de Western-Blot.

En la presente Tesis, mediante inmunoprecipitacion y espectrometria de masa, se
identifico al antigeno reconocido por el scFv 6B6 como una proteina de 2983
aminodacidos, no caracterizada hasta ese momento y a la cual se denomin6 Tc323
(cédigo de acceso TcCLB.504087.20 en la base de datos TriTrypDB). El analisis
filogenético, respaldado por evidencia experimental, demostrd que esta proteina esta
altamente conservada entre las diferentes cepas de T. cruzi, y que carece de ortdlogos
en otros parasitos de importancia sanitaria como Trypanosoma bruceiy Leishmania spp.,
lo que implica severos eventos de pérdida en la historia evolutiva de Tc323. En linea
con los resultados anteriormente obtenidos, y teniendo en cuenta la imposibilidad de
obtener a la proteina de longitud completa de manera recombinante por su tamafio
molecular, empleamos un enfoque in-silico para predecir la estructura 3D de Tc323y

determinar sus dominios antigénicos. De esta manera, identificamos dos regiones de

10



Tc323, denominadas D3 (residuos 1369 a 1447) y D6 (residuos 2635-2983), las que se
clonaron en un sistema procaridtico, se expresaron y purificaron mediante
cromatografia de afinidad. La reactividad de rTcD3 y rTcD6 se evalué mediante ELISA-
in house, luego de su optimizacién, empleando plasmas de individuos con EChc cony
sin sintomatologia clinica, asi como individuos no infectados por T. cruzi de diferentes
regiones endémicas de América Latina (Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, México,
Paraguay, El Salvador y Estados Unidos). Ademads, con el objetivo de evaluar la
reactividad cruzada, se incorporaron al presente estudio muestras de pacientes con
enfermedades infecciosas no relacionadas: dengue, filariasis, hepatitis B, hepatitis C,
HIV, HTLV, Leishmania spp., leptospirosis, sarampion, toxoplasmosis, rubéola,
esquistosomiasis, estrongiloidiasis, COVID-19 y sifilis. El potencial diagnéstico se
validé mediante andlisis de curvas ROC. Los parametros de rendimiento (area bajo la
curva (AUC), sensibilidad, especificidad y precision) mostraron una alta exactitud
diagndstica de ambas moléculas para diferenciar a los individuos seropositivos de los
seronegativos.

Por otro lado, la alteracion especifica del N-glicoma plasmatico ha sido asociada a
numerosas patologias, y constituye un potencial biomarcador de prognosis para
enfermedades inflamatorias crénicas. En funcion de ello, y dado la ausencia de algin
parametro medible que permita determinar la progresién de la EChc, exploramos el
perfil de N-glicoma plasmatico de los pacientes sin sintomatologia clinica y con
diferentes grados de alteraciones cardiacas. Los resultados mostraron que los
pacientes cardiacos presentan una alteraciéon en la sialilacién de plasma, con una
disminucién significativa de las estructuras tetrasialiladas en los individuos infectados
en comparacion con los individuos sin sintomatologia clinica y no infectados, donde la
abundancia de especies tetrasialiladas correlaciona negativamente con la carga
parasitaria en muestras de plasma de los pacientes infectados, independientemente de
la sintomatologia clinica.

En conjunto, en esta Tesis se abordé un enfoque complementario parasito/huésped,
identificando dos dominios antigénicos de la proteina Tc323 con alta capacidad
diagnostica, asi como también cambios en la N-glicosilacion de proteinas presentes en
el plasma de los pacientes con potencial aplicabilidad clinica como biomarcador de

prognosis de la EChc.
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Exploration of a novel protein for the diagnosis and analysis of plasma N-
glycome in chronic Chagas Disease.

Abstract. Chagas disease (CD) is a potentially lethal zoonosis caused by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi, affecting over 8 million individuals worldwide,
particularly in Latin America. This condition typically manifests an asymptomatic
acute phase that, without treatment, progresses to a chronic stage where 70% of
individuals remain clinically silent, while the remaining 30% develop gastrointestinal
mega-syndromes and varying degrees of cardiomyopathy. In the chronic phase,
diagnosis relies on detecting anti-T. cruzi IgG antibodies due to the low or absent
presence of circulating parasites. However, the performance of current serological
tests for chronic Chagas disease (CCD) diagnosis is highly variable, lacking a definitive
"gold standard" with 100% sensitivity and specificity, posing a challenge for precise
diagnosis through exploration of new biomarkers. In our laboratory, by constructing
recombinant antibody libraries from B cells of CCD patients with the cardiac form, we
obtained the single-chain antibody (scFv) 6B6 targeting a high molecular weight T.
cruzi protein. This protein, isolated by immunoprecipitation, was recognized by
plasma from CCD patients but not by samples from uninfected individuals or those
with cutaneous leishmaniasis using Western Blot assays.

In this Thesis, the antigen recognized by scFv 6B6 was identified, through
immunoprecipitation and mass spectrometry, as a 2983 amino acid protein named
Tc323 (access number TcCLB.504087.20 in TriTrypDB). Phylogenetic analysis,
supported by experimental evidence, demonstrated that Tc323 is high conserved
among different T. cruzi strains, lacking orthologs in other clinically significant
parasites such as Trypanosoma brucei and Leishmania spp., suggesting severe loss events
in its evolutionary history. Due to its large molecular size, an in-silico approach was
employed to predict the 3D structure of Tc323 and identify its antigenic domains,
leading to the cloning, expression, and purification of two regions, D3 (residues 1369-
1447) and D6 (residues 2635-2983), in a prokaryotic system. The reactivity of rTcD3 and
rTcD6 was evaluated by in-house ELISA, optimized, and tested against plasma from CCD
individuals with and without clinical symptoms, as well as individuals from Chagas-
endemic regions in Latin America and those with unrelated infectious diseases. The

diagnostic potential was validated using ROC curve analysis. The performance
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parameters (area under the curve (AUC), sensitivity, specificity, and accuracy) show
high diagnostic accuracy for both molecules in distinguishing seropositive from
seronegative individuals.

Furthermore, considering the well described plasma N-glycan alterations described in
chronicinflammation, and in the absence of measurable parameters to determine CCD
progression, this study explored the plasma N-glycome profile in patients with varying
degrees of cardiac involvement and without clinical symptoms. The results showed
that cardiac patients present an alteration in plasma sialylation, with a significant
decrease in tetrasialylated structures in infected individuals compared to individuals
without clinical symptoms and uninfected individuals, where the abundance of
tetrasialylated species correlates negatively with the parasite load in plasma samples
from infected patients, regardless of clinical symptoms.

In summary, this Thesis explored a complementary parasite/host approach,
identifying two antigenic domains of the Tc323 protein with high diagnostic capacity
and revealing changes in the N-glycosylation of proteins in the plasma of CCD patients,
contributing to a potential clinical applicability as a prognostic biomarker for Chagas

disease.

Keywords: Chronic Chagas disease, novel antigen, diagnosis, prognosis, Trypanosoma

crugi, cross-reactivity.
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1. Introduccion

1.1 Enfermedad de Chagas.
1.1.1 Historiay generalidades.

La enfermedad de Chagas (ECh), también conocida como tripanosomiasis
americana, es una antropozoonosis potencialmente mortal causada por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi. Fue pioneramente descripta por el médico e
investigador brasilefio Carlos Chagas en el afio 1909, quien identific6 el agente
causal de la enfermedad, lo asocié a la transmisién por vectores hematéfagos
(Triatoma spp., entre otros), comprobd su presencia en reservorios domésticos y
peridomésticos, y describi6 el ciclo silvestre. Asimismo, incursion6 en las fases
aguda y crénica de la enfermedad, iniciando asi la descripcidn de su patogénesis,
que aun permanece inconclusa (Couray Borges-Pereira, 2010a). En Argentina, el Dr.
Salvador Mazza confirmé la existencia de casos autéctonos y diagnosticé por

primera vez, en 1927, un caso agudo en el pais (Ministerio de Salud de la Nacion)

A pesar de su descubrimiento hace mas de un siglo, esta enfermedad persiste
como una afeccion cronica debilitante que afecta la salud y el bienestar de un gran
numero de seres humanos. Estd intimamente relacionada al desarrollo
socioeconomico de la poblacion, constituyendo la infeccion parasitaria principal del
continente americano, y representando uno de los problemas de salud ptuiblica mas

importantes de América Latina (Lidani et al., 2019)

1.1.2 Agente etiologico y ciclo natural de la infeccion.

T. cruzi es un protista y parasito intracelular obligado perteneciente al orden
Kinetoplastido, familia Trypanosomatidae. T. cruzi posee un ciclo de vida complejo,
y para completarse requiere de un huésped intermediario invertebrado, el vector
insecto hematéfago (triatomino) y un hospedero mamifero definitivo. La Figura 1

esquematiza este ciclo a grandes rasgos.
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. El parésito posee tres formas morfoldgicas claramente
diferenciables al microscopio. La forma predominante en el vector es el epimastigote, que es
movil, de baja infectividad y replicativa. En el hospedero mamifero, coexisten dos formas: el
tripomastigote (de alta infectividad y movilidad, no replicativo y de vida extracelular), y el
amastigote (de baja infectividad y movilidad, replicativo, de vida intracelular). Adaptado de la
Tesis doctoral del Dr. Gonzalo R. Acevedo (2018).

Al consumir sangre de un hospedero infectado, el insecto vector adquiere
tripomastigotes circulantes (una forma flagelar extracelular no replicativa) que
llegan hasta el intestino medio. Alli se diferencian a la forma epimastigotes (forma
flagelada replicativa) e inician su replicacion por mitosis. La fase siguiente en el
ciclo implica ajustes que permiten al pardsito abandonar el ciclo replicativo, y
dirigirse hacia el intestino posterior del insecto. Alli, se adhiere a través de
interacciones hidrofébicas a la cuticula de la pared del érgano, iniciando asi su
diferenciacion hacia la forma de tripomastigote metaciclico. La herida que genera

el insecto al alimentarse permite que estos tripomastigotes penetran en la piel
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dafiada o las membranas mucosas del huésped, invadiendo sus células y
transformandose en amastigote replicantes (forma sin flagelo, intracelular), que se
liberan a la circulacién nuevamente en forma de tripomastigotes. Esta forma es
liberada al torrente sanguineo cuando la célula del huésped se lisa, pudiendo
infectar otras células o ser ingeridos por un triatomino no infectado, culminando

asi el ciclo (Pérez-Molina y Molina, 2017).

Los tripomastigotes son capaces de invadir una gran variedad de células
nucleadas del organismo de un mamifero (Tyler y Engman, 2001). La interaccién
con la célula a invadir se inicia mediante diversas proteinas de membrana que
funcionan como ligandos de componentes de la superficie del parasito. En
particular, destacan varios miembros de la superfamilia gp85/trans-sialidasa (TS)

(Weinkauf, Salvador y Pereiraperrin, 2011; Walker et al., 2013).

1.1.3 Epidemiologia, distribucion geografica y vias de transmision.

La enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida desde el sur de Estados
Unidos hasta el norte de Chile y Argentina (Figura 2), y afecta a 21 paises de
Latinoamérica (Pérez-Molina y Molina, 2017), con mayor prevalencia en Bolivia,
Venezuela y Argentina (Gémez-Ochoa et al., 2022). En la actualidad, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estima que existen entre 6 y 8 millones de personas
infectadas, mas de 75 millones en riesgo de adquirir la enfermedad, 30.000 nuevos
casos por afio y 10.000 fallecimientos anuales (de Sousa et al., 2023; World Health

Organization (WHO), 2023).
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Figura 2. Distribucién global de casos de enfermedad de Chagas, segtin estimaciones oficiales,
periodo 2006-2015 (World Health Organization (WHO), 2017).

Latransmision de T. cruzi a través de sus vectores naturales es atin el mecanismo
mas importante de infeccién humana en las zonas endémicas. Los vectores
responsables de la propagacion de la enfermedad pertenecen a la familia Reduviidae
y, en la regiéon del Cono Sur, la especie més significativa es Triatoma infestans,
popularmente conocida como Vinchuca (Schofield, 1981). Producto de la ingesta
sanguinea, este insecto ocasiona la infeccién a través del contacto de sus heces, que

contienen los parasitos, con la piel ulcerada del hospedero (Rabinovich et al., 1990).

En las dltimas décadas, ademas de la via vectorial, existen otras formas de
transmisién de T. cruzi que han cobrado una mayor relevancia tanto en regiones
endémicas como no endémicas. Estas modalidades abarcan la transmisién de
madres infectadas a los hijos (transmisién congénita), el contagio por transfusion
de sangre o por trasplante de 6rganos provenientes de personas (transmision
sanguinea) infectadas, los accidentes de laboratorio, y la ingesta de comida o bebida
contaminada con el parasito (transmision oral) (de Sousa et al., 2023). Esta ultima
forma de transmisién, denominada Chagas oral, si bien es poco usual, es

responsable de brotes regionales de infeccién aguda en areas desprovistas de
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insectos vectores domiciliados, principalmente en la regién amazoénica (Shikanai-
Yasuda y Carvalho, 2012; de Noya et al., 2017; Santana et al., 2019). Estos brotes
tienen en comun la gravedad de la enfermedad, provocando miocarditis aguda con
consecuencias fatales para el paciente, siendo su alta letalidad una de sus

caracteristicas mas relevantes (Sanchez y Ramirez, 2013).

Dado que actualmente no se dispone de vacunas efectivas ni de drogas
adecuadas para la prevencion de la ECh, el control vectorial, asi como la deteccion
temprana de la enfermedad y el consecuente tratamiento con drogas
antiparasitarias, han sido los métodos mas efectivos para prevenir sus
consecuencias en América Latina. En la Figura 3 se resumen las vias de transmision

de la infeccion de relevancia epidemioldgica.
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Figura 3. Vias mas frecuentes de transmision de T. cruzi. Adaptado de la Tesis doctoral del Dr.
Gonzalo R. Acevedo (2018).

1.1.4 Heterogeneidad de la poblacion parasitaria.

T. cruzi presenta una alta diversidad genética lo que llevé a su clasificacién en

grupos llamados unidades discretas de tipificacion (UDTs). Las UDTs se definen
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como “conjuntos de poblaciones que estan genéticamente mas relacionadas entre si
que con cualquier otra poblacién y que son identificables mediante marcadores
genéticos, moleculares o inmunolégicos comunes” (Tibayrenc, 1998). Hasta el
momento, se caracterizaron seis UDTs, llamadas TcI- TcVI, a las que recientemente
se les agregd la Tcbat, aislada de murciélagos en Panama y Colombia (Pinto et al.,
2012; Ramirez et al., 2014) y de la cual atn restan estudios epidemiolégicos (Zingales
y Macedo, 2023). La diversidad genética hallada entre estas UDTs esta
estrechamente relacionada con la distribucién geografica, la patogénesis, las
caracteristicas clinicas de la infeccién desarrollada y la sensibilidad a las drogas

tripanocidas (Altcheh y Freilij, 2019; Zingales y Macedo, 2023).

1.1.5 Fasesy manifestaciones clinicas.

El curso clinico de la ECh, independientemente de la via de transmision,
comprende dos fases bien diferenciadas. La primera de ellas, la fase aguda, presenta
un periodo de incubacion de 1-2 semanas y se caracteriza por una reacciéon
inflamatoria aguda, alta parasitemia inicial y un curso clinico corto. Su duracién
oscila entre 4-8 semanas y suele ser clinicamente asintomatica. No obstante, cuando
los sintomas se manifiestan, luego de 7 a 10 dias tras la primoinfeccién (Barrett et
al., 2003), estos suelen ser leves e inespecificos tales como fiebre, edema localizado
o generalizado, dolor de cabeza y malestar general. En un pequefio porcentaje de
pacientes, la infeccién aguda se caracteriza por inflamacion en el lugar de la
inoculacién: el Chagoma patognomonico (absceso cutaneo de T. cruzi) o el signo de
Romana (conjuntivitis unilateral e hinchazén indolora de los parpados superiores e
inferiores) (Bern, 2015). La fase aguda suele tener una evolucién autolimitada, y
llega a su conclusiéon cuando el sistema inmunoldgico reduce el nimero de
tripomastigotes circulantes. Si se trata adecuadamente tiene altas posibilidades de

curacidn, especialmente en nifios y recién nacidos.

Sin embargo, si la persona no es tratada con las drogas antiparasitarias
disponibles, permanece infectada, la parasitemia desciende paulatinamente y se
instaura lo que se conoce como fase créonica de la enfermedad de Chagas (EChc) (A.
Prata, 2001; Coura y Borges-Pereira, 2010b). Durante esta etapa, entre el 60% y el

70% de las personas infectadas con T. cruzi nunca desarrollardn signos o sintomas
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de la EChc, manteniendo el electrocardiograma (ECG) y radiografia del tracto
gastrointestinal sin alteraciones (A. Prata, 2001). De esta forma representan la
llamada forma crénica sin sintomatologia demostrable (asintomatica o
indeterminada) de la ECh, identificada Unicamente mediante serologia reactiva
(IgG) y caracterizada por un prondstico similar al de poblaciones no infectadas
(Bocchi et al., 2017; Pérez-Molina y Molina, 2017). No obstante, en el 30% al 40% de
los individuos infectados, esta forma progresara a una enfermedad clinicamente
manifiesta décadas después de la infeccién inicial. Las alteraciones clinicas de esta
etapa estdn estrechamente relacionadas al dafio de o6rganos especificos,
particularmente el corazon, el eséfago y el colon que se agrupan en las tres formas
principales de la enfermedad: cardiaca, digestiva y cardio-digestiva o mixta (A.
Prata, 2001; Coura y Borges-Pereira, 2010b; Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). La
forma cardiaca o cardiopatia Chagasica cronica (CCC) es la manifestacion clinica
mas importante de la EChc debido a la frecuencia con la que se desarrolla y su
gravedad, morbilidad y mortalidad (de Andrade et al., 2011). Esencialmente, se
presenta como una cardiomiopatia dilatada, en la cual un estado crénico de
inflamacion, generalmente de intensidad moderada pero persistente, conduce de
manera progresiva al dafio y al desarrollo de fibrosis en el tejido cardiaco (Andrade,
Gollob y Dutra, 2014). La CCC se manifiesta siendo una enfermedad compleja que
incluye un amplio espectro de manifestaciones, que van desde afectacion
miocardica menor hasta disfuncién sistélica del ventriculo izquierdo,
miocardiopatia dilatada, arritmias, eventos tromboembdlicos e insuficiencia
cardiaca terminal (Echavarria et al., 2020). La presentacion clinica temprana de la
CCC es leve, frecuentemente asociada a alteraciones sintomaticas detectadas en el
ECG o en estudios complementarios (Marin-Neto et al., 2007). Posteriormente,
pueden evidenciarse alteraciones en la conduccion, mas frecuentemente la
combinacion de bloqueo completo de rama derecha y bloqueo fascicular anterior
izquierdo, y contracciones ventriculares prematuras (Viotti et al., 2005). En estadios
mads avanzados de la CCC, se detecta dilatacion del ventriculo izquierdo y deterioro
de la funcién sistélica, ambas manifestaciones comunes a todas las cardiomiopatias

dilatadas (Ribeiro et al., 2012).

25



La manifestacion gastrointestinal es una complicaciéon menos frecuente en los
pacientes con EChc, ocurriendo en el 10 al 20% de los casos, y caracterizandose por
el agrandamiento del es6fago y/o el colon. Se observa mayoritariamente en la
poblacién distribuida al sur de la cuenca del Amazonas (A. Prata, 2001; World Health
Organization, 2002), y es rara en el norte de Sudamérica, Centroamérica y México
(de Rezende y Luquetti, 1994). Las manifestaciones digestivas involucran
principalmente al megaeséfago y al megacolon, aunque se pueden encontrar
anomalias del sistema nervioso entérico a lo largo de todo el intestino (De Oliveira
et al., 1998; Matsuda, Miller y Evora, 2009), como trastornos de la motilidad del tubo

digestivo y acalasia leve.

La forma mixta, es decir la combinacién de manifestaciones cardiacas y
gastrointestinales es la menos frecuente, ocurriendo sélo en un 5 a un 20% de los

pacientes con CCC (Pérez-Molina y Molina, 2017).

Las fases clinicas de la ECh se resumen en la Figura 4.
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Figura 4. Curso natural de la infeccion por T. cruzi. Adaptado de Ribeiro A. et al., (2024).

1.2 Diagnostico en diferentes escenarios de la ECh.

La modalidad evolutiva, la etiopatogenia y la historia natural de la ECh son
elementos cruciales que influyen en la relevancia de los métodos de laboratorio para
su diagndstico preciso. Se estima que aproximadamente un 5% de los individuos
infectados por via entomolégica manifiestan sintomas clinicos durante la etapa
aguda de la enfermedad, lo que facilita su deteccion. El resto de las personas
infectadas evoluciona hacia la cronicidad, convirtiéndose asi en reservorios

potenciales del parésito (Freilij y Storino, 1994).

27



1.2.1 Etapa aguda.

Como se menciono anteriormente, tras la infeccién por T. cruzi, los pacientes
transitan por una fase aguda que se prolonga durante 40 a 60 dias, la cual suele ser
tipicamente asintomatica u oligosintomatica, lo que a menudo induce a error en su
reconocimiento clinico (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). En raras ocasiones se
puede determinar el sitio de inoculaciéon del parésito a través de sus dos
manifestaciones cutaneas: el Chagoma o el signo de Romaiia (Rangel-Gamboa et al.,
2019). Ante este hecho, los médicos deben complementar los hallazgos clinicos con
datos epidemioldgicos, como casos previamente diagnosticados en la misma area 'y
la presencia de triatominos en los hogares o alrededores. En el laboratorio, y dada
la presencia de parasitos en la sangre durante esta fase inicial, la microscopia
convencional (que implica la visualizacién de tripomastigotes circulantes en frotis
de sangre periférica o frotis de capa leucocitaria) sigue siendo el método de
diagndstico estandar, tanto para casos agudos como para recién nacidos infectados
congénitamente (Freilij y Altcheh, 1995; Gomes, Lorena y Luquetti, 2009). Las
pruebas directas o de concentracién, como el microhematocrito (MH) o la prueba
de Strout, son comunmente utilizadas para este propdsito. Sin embargo, estas
técnicas tienen ciertas limitaciones en términos de sensibilidad (~80-90%) y

generalmente requieren personal altamente capacitado (Schijman et al., 2021).

Los métodos de diagndstico indirectos se fundamentan en la observacién de la
proliferacion de parésitos en animales (xenodiagndstico) o sistemas de cultivo in
vitro (hemocultivo) (Oliveira et al., 1993; Luquetti y Rassi, 2000). Si bien no brindan
un diagnéstico especifico para la fase aguda, se observa que el numero de parasitos
recuperados es mayor en comparaciéon con la fase crénica, ademdas de mostrar
positividad temprana cuando el material biol6gico se recolecta de diez a quince dias
post-infeccién. No obstante, su sensibilidad es variable (~20%) y depende también

en gran medida de las habilidades y experiencias del operador (Cerisola et al., 1971).

En los altimos afos, la deteccion de ADN del parasito mediante la reaccién de
PCR se ha convertido en una alternativa atractiva para el diagnostico de la ECh
durante esta fase, principalmente por superar la baja sensibilidad de los ensayos

parasitologicos directos (Schijman et al., 2011; Duffy et al., 2013). Sin embargo, la
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implementacion clinica de técnicas basadas en PCR presenta varios desafios dados
principalmente por factores técnicos y operativos (Schijman et al., 2011). Los
reactivos utilizados asi como los equipos necesarios hacen que estas pruebas no
sean factibles en areas con infraestructura limitada, teniendo que ser derivadas a
laboratorios de mayor complejidad. A pesar de ello, el diagnéstico molecular es ttil
en determinados escenarios, tales como: la deteccién temprana por la transmisién
congénita en recién nacidos, el seguimiento por reactivacion del parasito en
pacientes inmunodeprimidos o pacientes con miocardiopatia chagésica avanzada
que han recibido un trasplante de corazdén o pacientes que han recibido un 6rgano
de un donante T. cruzi positivo y en algunos casos, en la evaluacién de nuevos

tratamientos en ensayos clinicos (Alonso-Padilla et al., 2017).

1.2.2 Etapa crénica.

Después de la fase aguda inicial, en ausencia de intervencién terapéutica, los
pacientes avanzan hacia la EChc, una etapa que puede persistir de manera
indefinida (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). Durante este periodo, el diagndstico
parasitologico directo, asi como métodos de deteccion basados en técnicas
moleculares presentan una sensibilidad limitada (Brasil et al., 2010; Schijman et al.,
2011) debido a la minima o nula parasitemia. Asi dado que los pacientes muestran
una seroconversion temprana tras la infeccion, la identificacién de Ac IgG anti-T.
cruzi sigue siendo el método mas eficaz para evidenciar la exposicién directa al
parasito (Gomes, Lorena y Luquetti, 2009). En la actualidad, los métodos serologicos
convencionales mas utilizados son el ensayo de hemaglutinacién indirecta (HAI)
(Cerisola et al., 1971), inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Stagno y Hurtado, 1971)
y ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Entre ellas, esta tltima es
la prueba de eleccién debido a su facilidad de ejecucion, bajo costo, posibilidad de
automatizacion y prueba de varios individuos al mismo tiempo (Gomes et al., 2009).
No obstante, a pesar de que estas pruebas son sensibles, su desarrollo a partir de
preparaciones crudas de antigenos de T. cruzi le otorga una baja especificidad,
debido principalmente a la posibilidad de reaccién cruzada con Ac desarrollados
por infeccidn con Leishmania spp. o T. rangeli (Caballero et al., 2007). Ademas, las

condiciones de cultivo de paréasitos y los protocolos de purificaciéon de Ag son
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dificiles de estandarizar y, por lo tanto, a menudo dan lugar a variaciones entre
diferentes lotes. En un intento por mejorar el diagnéstico serolégico de la ECh y
evitar los problemas de especificidad de los ensayos y de obtencion de Ags, técnicas
moleculares, como la clonacién y expresién de genes, y la sintesis in vitro de
péptidos derivados de proteinas de T. cruzi permitieron la identificacién y
caracterizacion de varios Ags inmunodominantes de T. cruzi (Ibafiez, Affranchinoy
Frasch, 1987; Lafaille et al., 1989; Levin et al., 1989; Cotrim et al., 1990; Burns et al.,
1992; Houghton et al., 1999), muchos de los cuales se encuentran actualmente en
uso (Tabla 1). Entre las proteinas recombinantes, las que presentan mejores
resultados, en términos de diagndstico certero, son las proteinas citoplasmaticas
CRA/JL8, el antigeno de superficie de tripomastigote B13/Ag2, proteinas de la
familia de transialidasa (TS/SAPA), proteinas de citoesqueleto (FRA/JL7), proteinas
asociadas a microtubulos (MAP/JL9), proteinas ribosomales (JL5) y flagelares. Es
importante mencionar que varias de estas proteinas, al ser halladas en diferentes
laboratorios, poseen diferente nomenclatura, lo que ha llevado a confusiones que

aun hoy persisten (Frasch et al., 1991; Da Silveira et al., 2001).
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Antigeno Descripcion Aplicacion diagnostica

Infeccién crénica

CRA /Ag30/]JL8 /TCR27 Anti itopl Ati
/Ag30/JL8/ nugeno crtopiastmatico Formas digestivas
Proteina asociada al Infeccidn crénica
FRA /Agl /JL7 /HA49 . . .

citoesqueleto Formas digestivas

B13/Ag2 /TCR39 / PEP2 / Proteina de superficie de ., , .
) i Infeccién crénica

TSSA tripomastigote

Proteina asociada a

Ag36 /L9 | MAP ) , Infeccién aguda / crénica
microtubulo
SAPA /TCNA /TS Proteinas de la familiade TS = Infeccién aguda / crénica
FeaBP / 1F8 / Te-24  Te-28 Proteina ﬂagelir deuniéna Infeccién cré‘nica/ formas
Ca cardiacas
Infeccid .
TcE /JL5/ TcPO Proteinas ribosomales n e'cc1on cronica /
monitoreo de drogas
-hsp70 t-hsp70 - Infeccid Oni
cy-hsp70/ mt-hsp70 /grp Proteinas de shock térmico ! e'cc1on cronica/
hsp78 monitoreo de drogas
FL160 / CEA / CRP Proteina}s‘asociadas ala Infe‘ccién crénica /
superficie del flagelo monitoreo de drogas

16 antigenos de T. cruzi,
SAPA, Ag 1, 2,13, 30, 36,
KMP11, HSP70, PFR2, Tgp63

Antigenos usados en

paneles Monitoreo de drogas

Tabla 1. Diferentes antigenos de uso diagndstico. Grupos de antigenos o péptidos similares con
diferente nomenclatura. Abreviaturas: CRA: antigeno citoplasmatico repetitivo; FRA: antigeno
repetitivo flagelar; MAP: proteina asociada a microtibulo; SAPA: antigeno de fase aguda; CEA:
antigeno de fase crdnica; CRP: proteina regulatoria de complemento; cy-hsp: proteina
citoplasmatica de fase aguda; grp-hsp: proteina endoplasmatica de fase aguda; mt-hsp: proteina
mitocondrial de fase aguda; TCNA: neuraminidasa de T. cruzi; TS: transialidasa; TSSA: antigeno
pequefio de la superficie del tripomastigote (Schijman et al., 2021)

Una de las ventajas clave de los ensayos de ELISA de ultima generacion, los
cuales emplean antigenos recombinantes, es que ayudan a mitigar los problemas de
especificidad. Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta mejora viene
acompafiada de una menor sensibilidad en comparaciéon con las técnicas que
utilizan parasitos completos. Para abordar este problema, se ha explorado el uso de
combinaciones de antigenos, asi como nuevas metodologias de revelado de la
reacciéon antigeno-anticuerpo, como las microparticulas quimioluminiscentes
(Abrasetal., 2016; Granjon et al., 2016). Sin embargo, un metaanalisis de las pruebas
actualmente disponibles indic6 que existe una heterogeneidad significativa en las
sensibilidades y especificidades informadas de los ensayos seroldgicos de
diagnéstico (Sanchez-Camargo et al., 2014). La sensibilidad general en 18 estudios y

61 ensayos fue del 90% con una especificidad general del 98%, lo que indica que las
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especificaciones de rendimiento de los ensayos seroldgicos existentes fueron
inferiores a lo que se pensaba previo a este estudio de metaanalisis. Por lo tanto,
aunque las pruebas de diagnéstico disponibles en la actualidad se caracterizan por
su simplicidad, asequibilidad y capacidad para ofrecer resultados sélidos en
términos de diagnoéstico a nivel poblacional en gran escala, ninguna de ellas es
considerada un ensayo gold standard con 100% de sensibilidad y especificidad.
Todas ellas presentan, en mayor o menor medida, ciertas limitaciones en relacion
con su reproducibilidad, confiabilidad, especificidad y sensibilidad, lo cual en
conjunto atenta contra un diagndstico seguro. Asimismo, pueden presentarse
resultados discordantes debido a la amplia diversidad genética de T. cruzi en
distintas areas geograficas o a variaciones en las respuestas inmunes humanas
locales (Caballero et al., 2007; Guzman-Goémez et al., 2015; V. Balouz et al., 2017). En
este contexto, las directrices actuales establecidas por la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) y Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) recomiendan el uso
de al menos dos pruebas seroldgicas basadas en diferentes principios para llegar a
un diagnéstico fehaciente (PAHO, 2018; WHO, 2020), requiriéndose una tercera
técnica en casos de resultados no concluyentes. En resumen, la falta de una prueba
precisa para diagnosticar la EChc no sélo aumenta los costos y el riesgo de perder
pacientes, especialmente en areas endémicas, sino que ademads retrasa el

seguimiento y el tratamiento precoz.

1.3 Estudios de validacion de pruebas diagnosticas.

La utilidad de una prueba diagnostica se basa en varios factores clave,
incluyendo su reproducibilidad, precision, viabilidad y su impacto en la toma de
decisiones clinicas (Newman et al., 2013). Para respaldar esta utilidad, se emplean
parametros de desempefio establecidos, los cuales son calculados mediante
métodos estadisticos especificos (Gogtay y Thatte, 2017b, 2017a; Santini, Man y
Voidazan, 2021). En el caso particular del diagnostico seroldgico, los parametros a
determinar son aquellos relacionados con el éxito de la prueba para identificar
correctamente una determinada condiciéon en individuos que efectivamente la
padecen, independientemente de la presencia o ausencia de sintomatologia. Y, de

igual modo, es crucial que la prueba no identifique erréneamente a personas que no
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tienen la condicion. Por lo tanto, el disefio del estudio debe responder a cuatro
interrogantes fundamentales, que a su vez representan las cuatro fases del disefio

de un estudio de validacién de métodos (Sackett y Haynes, 2002; Haynes et al., 2006).

1. ;Puede la prueba distinguir entre individuos positivos y negativos?

2. :Lapruebatiende a dar resultados positivos con mayor frecuencia en individuos
con la enfermedad?

3. ¢Cudl es la precision de la prueba para identificar a los individuos sospechosos
de portar la enfermedad dentro de la poblacién?

4. ;La prueba ofrece algin beneficio para mejorar el estado de salud de las

personas afectadas por la enfermedad?

La Fase I de la prueba diagndstica, conocida como fase exploratoria, tiene como
principal objetivo validar si la misma es capaz de diferenciar a los individuos que
padecen una condicién de los que no. Realizar un estudio piloto (o prueba de
concepto) con un tamafio de muestra pequefio es suficiente para responder a esta
pregunta. Este tipo de estudio es fundamental ya que, en caso de obtener un
resultado negativo, se evita invertir recursos econdémicos y tiempo en fases
posteriores. Las muestras utilizadas en el estudio piloto deben estar bien
caracterizadas desde el punto de vista serolégico, conteniendo muestras negativas
de individuos provenientes de areas endémicas y no endémicas y muestras positivas
representativas de la enfermedad, es decir, de individuos asintomaticos y
sintomaticos con los sintomas mas variados posibles, asi como de distintos grados
de evolucioén clinica de la enfermedad. Asimismo, es importante excluir aquellos
sujetos que presentan sospechas, pero sin certezas de tener la enfermedad (Rendén-
Macias y Villasis-Keever, 2020). De esta manera, la Fase I permite saber sila prueba

es lo suficientemente fiable como para iniciar la Fase II del estudio.

La Fase II pretende evaluar si la prueba tiene mas probabilidades de dar
resultados positivos en individuos con la enfermedad que en aquellos que no la
tienen, y viceversa. Esta Fase se lleva a cabo mediante un estudio de casos y
controles, en el que los protocolos utilizados deben estar bien definidos,
delineandose los criterios de inclusion y exclusion de muestras/individuos,
controlando asi las variaciones y distorsiones (sesgos) en la selecciéon (Whiting et al.,
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2015). Ademas, el numero de muestras debe estar determinado mediante
estimadores estadisticos, teniendo en cuenta los parametros de rendimiento
requeridos para la prueba. De manera similar a la Fase I, las muestras positivas
deben ser representativas de la enfermedad y las muestras negativas seleccionadas
de personas que residen en areas endémicas y no endémicas. Las muestras de
personas sospechosas de portar la enfermedad atin no deberian formar parte del

muestreo (Rendén-Macias y Villasis-Keever, 2020).

En la Fase III, el objetivo es analizar el rendimiento de una prueba utilizando
muestras de personas sospechosas o no de tener la enfermedad. A diferencia de las
Fases Iy II, en este caso se trata de un estudio prospectivo, en el cual se desconoce
el estado serologico de los individuos, ya que no se le han realizado pruebas de
referencia. Los parametros de rendimiento obtenidos se pueden comparar con los
obtenidos de pruebas disponibles comercialmente. No obstante, si la enfermedad
es de baja prevalencia, el tamafio de la muestra puede hacer que el estudio sea
inviable. Sin embargo, una ventaja de su uso es la posibilidad de determinar dos
parametros de rendimiento que no podrian conocerse hasta esta etapa: los valores
predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN). Estos parametros sélo deben
determinarse cuando se utilizan muestras con serologia desconocida, de lo
contrario los valores predictivos tendran resultados distorsionados y conclusiones
erréneas sobre la realizacion de las pruebas (Diaz-Garcia et al., 2019; Shreffler y

Huecker, 2020).

Finalmente, sigue el estudio de Fase IV, cuyo objetivo es medir el impacto de la
introducciéon de la prueba en funcién de la mejora o empeoramiento de la
morbilidad y mortalidad de la enfermedad y el gasto asociado a su introduccién.
Permite determinar si los individuos sometidos a la nueva prueba experimentan
algin beneficio en comparacién con aquellos que no la reciben, a través de ensayos

aleatorizados (Mishra et al., 2019).
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Fase Objetivo principal

I Establecer valores de referencia.
II Analizar la validez de la prueba.
111 Analizar el impacto de su incorporacién en intervenciones

diagnosticas-terapéuticas
v Analizar los efectos a largo plazo de la incorporacién de la prueba.

Tabla 2. Fases de desarrollo de las pruebas diagnésticas.

1.4 Prediccion de la progresion de la enfermedad de Chagas.

Tal como se ha mencionado previamente, se estima que aproximadamente el
30% al 40% de los pacientes infectados por T. cruzi progresaran hacia las etapas
sintomaticas de la enfermedad, que involucran tejido cardiaco y/o digestivo, con
consecuencias potencialmente fatales (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). Esta
afectacion de 6rganos no ocurre inmediatamente, sino que se observa después de
varios afios de latencia clinica (Pérez-Molina y Molina, 2017). Hasta el momento,
contintia siendo un desafio relevante identificar, a través de biomarcadores
sensibles y rapidos, a los sujetos con EChc sin sintomatologia quienes progresaran
hacia la forma sintomatica de la enfermedad, para promover un adecuado
seguimiento e intervenciones terapéuticas oportunas. Por lo tanto, varias
investigaciones han puesto sus esfuerzos en identificar marcadores bioquimicos de
dafio cardiaco, digestivo y/o inflamacién asociada a la ECh. Aunque se han hallado
varios biomarcadores de valor prondstico que muestran un aumento proporcional
a la gravedad del dafio (Pinazo et al., 2015), la mayoria de ellos no son capaces de
distinguir de manera precisa entre la sintomatologia causada por la ECh de otras

condiciones patoldgicas (Okamoto et al., 2014).

Los péptidos natriuréticos (cerebrales y auriculares, ANP y BNP,
respectivamente) son algunos de los marcadores mejor caracterizados para evaluar
el dafio cardiaco temprano y predecir el resultado de la insuficiencia cardiaca. Estos
se liberan en condiciones de estrés miocardico, y se ha demostrado que aumentan
en pacientes con miocardiopatia asociada a la ECh (Ribeiro et al., 2002; Talvani et al.,
2004), ademas de correlacionarse con su prondstico clinico (Moreira et al., 2008). En
la misma linea, Wang et al., (2010) demostré que niveles mas altos de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ECA2) se correlacionan con la gravedad clinica y el
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empeoramiento de los parametros ecocardiograficos en pacientes con ECh. Mas
importante aun, ya que la evaluaciéon conjunta de los niveles de BNP y la actividad
ECA2 demostro un valor predictivo positivo superior en comparaciéon con su analisis
individual, los autores alentaron el uso de ambos marcadores para predecir
desenlaces fatales. Finalmente, también se ha estudiado ampliamente el papel de la
endotelina-1 (ET-1) como marcador prondstico de la patogénesis inducida por T.
cruzi (Corral et al., 2013; Freeman et al., 2014), aunque no se ha avanzado en la

comprobacion de estos hallazgos.

Asimismo, dado que la presencia de un ambiente inflamatorio es una
caracteristica comun de las alteraciones del tejido cardiaco y/o digestivo, también
se ha estudiado el valor prondstico de los marcadores bioquimicos del huésped
involucrados en este tipo de procesos. Por ejemplo, varios estudios han evaluado a
la proteina C reactiva y la enzima adenosina desaminasa (ADA) como marcadores
de la progresion de la ECh debido a que sus niveles aumentaron linealmente en
relacion con la gravedad de la patologia (Lopez et al., 2006; da Silva et al., 2010;
Bravo-Tobar et al.,, 2015). Notablemente, los niveles de lectinas (proteinas
evolutivamente conservadas para reconocer glicanos en glicoconjugados) con
capacidad inmunomoduladora fueron también evaluados: un trabajo realizado por
Giordanengo y su grupo (2001) evalud la presencia de Acs anti-galectina (Gal) 1 (Gal-
1), una proteina de expresion ubicua que se ha encontrado en los tejidos de corazon
humano y que posee mayoritariamente propiedades inflamatorias. Los autores
hallaron que una inmunorreactividad de tipo IgG contra Gal-1 se correlacionaba con
la gravedad del dafio cardiaco en la etapa crénica de la ECh, pero estaba ausente en
miocardiopatias no relacionadas (Giordanengo et al., 2001). En linea con lo anterior,
también se han encontrado niveles elevados de Gal-3 en el plasma de pacientes con
CCC en comparacion con pacientes con ECh asintomatica (Menezes et al., 2024).
También se encontr6é que Gal-9 estaba regulada positivamente en fragmentos de
biopsia de colon de pacientes con EChc que presentaban megacolon (Beghini et al.,

2017).

Finalmente, en los ultimos afios, se ha propuesto el estudio de los microARNs

(miARNs) plasmaticos como marcadores potenciales de progresion (Linhares-
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Lacerda et al., 2018; Antonietti et al., 2023; Villar et al., 2024), ya que los mismos han
demostrado que los miARNs involucrados en el proceso de regulacion genética del
desarrollo del corazén y los trastornos cardiovasculares, tienen su expresion
desregulada en formas avanzadas de CCC (Eulalio et al., 2012). Sin embargo, a pesar
de sus prometedores resultados, estas investigaciones se encuentran aun en fases

exploratorias.

En general, a pesar de numerosos y diversos intentos que incluyeron lectinas
inmunomoduladoras, la posibilidad de disponer con una prueba autorizada que
pueda anticipar con precisiéon la progresiéon de la EChc sigue siendo remota.
Probablemente debido a la naturaleza compleja y multifactorial de la patogénesis
de la ECh, ninguna de las moléculas candidatas, derivadas del parasito y/o huésped,
se ha traducido en un marcador confiable y facil de analizar e interpretar (Cortes-

Serra et al., 2020).
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1.5 Los N-glicanos de plasma como potencial fuente de
biomarcadores

Los glicoconjugados (macromoléculas bioldgicas que incluyen proteinas y
lipidos conjugados covalentemente a carbohidratos) desempefian un papel crucial
en varios procesos biolégicos, y han emergido como posibles biomarcadores con
potencial clinico. Al respecto, los glicanos estan implicados en la comunicacién
celular y la respuesta inmune, y se han descripto funciones de los mismos en
diversas patologias, incluyendo las inflamatorias. Particularmente, el estudio y
andlisis de los N-glicanos en glicoproteinas séricas o plasmaticas (N-glicoma) ha
demostrado gran potencial, ya que los mismos se alteran en respuesta a diversas
condiciones patolégicas, incluyendo enfermedades inflamatorias crénicas y

patologias neoplasicas (Marino et al., 2011; Fung et al., 2023).

En ese sentido, se han identificado alteraciones de la sialilacién (Zhao et al.,
2017), galactosilacion (Qian et al., 2013) y fucosilacion (Holst et al., 2016) en el N-
glicoma sérico en varios tipos de cancer, por lo que ha sido postulado como una
potencial fuente de biomarcadores. Si bien el analisis del N-glicoma en su totalidad
no identifica especificamente las glicoproteinas con glicosilacién aberrante,
estudios con foco en la identificaciéon de las mismas han demostrado que el
biomarcador mas utilizado para cancer de prostata, el antigeno prostatico (PSA, del
inglés prostatic-specific antigen) esta glicosilado diferencialmente durante la
enfermedad, y la combinacién de la medicién de PSA y sus estructuras glicosidicas
aberrantes ha sido propuesto como un marcador de diagndstico clinico mas
especifico y sensible que la medicién de PSA en si (Llop et al., 2016). Ademas, se han
hallado otros biomarcadores oncoldgicos en suero/plasma, entre ellos, la al-
glicoproteina acida (AGP, del inglés acid alpha-1 glycoprotein) con fucosilacion

aberrante para hepatocarcinoma (Liang et al., 2019).

Asimismo, las alteraciones en N-glicanos también se han estudiado y
demostrado en enfermedades inflamatorias agudas y crénicas (Gornik y Lauc, 2008;
Pavi¢ et al., 2018), autoinmunes (Seeling, Briickner y Nimmerjahn, 2017) e
infecciosas (Joenvaara et al., 2018) asociadas, principalmente, a alteraciones en IgG
y glicoproteinas hepaticas, como haptoglobina y al-glicoproteina acida (Marifio et
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al., 2011; Verhelst et al., 2020). En esta linea, y dado que las proteinas de fase aguda
alteran sus estructuras durante un proceso inflamatorio, por ejemplo, en sus
ramificaciones antenarias o el tipo de monosacarido terminal (van Dijk, Turner y
Mackiewicz, 1994; Ceciliani y Pocacqua, 2007; Gornik y Lauc, 2008), estas
alteraciones pueden ser cuantificadas por diversas metodologias, incluyendo
cromatografia liquida de ultra/alta performance (U/HPLC, del inglés Ultra/High
performance liquid chromatography). En ese sentido, se ha propuesto a GlycA como
un biomarcador compuesto de inflamacién sistémica cuyos niveles se encuentran
elevados en pacientes con una amplia gama de afecciones cronicas relacionadas con
la inflamacion (Otvos et al., 2015). Ademas, GlycA también permite predecir el

riesgo cardiovascular temprano (Fung et al., 2023; Galvao et al., 2023).

En infecciones parasitarias, los cambios en el perfil del N-glicoma sérico o
plasmatico no fueron explorados en profundidad como biomarcadores de
diagndstico o progresion de la enfermedad. Sin embargo, un reciente estudio
evidencié cambios en el perfil de N-glicanos de plasma/suero que permitieron
distinguir entre una leishmaniasis visceral activa y controles sanos o casos

asintomaticos (Gardinassi, L.G et al., 2014; Porcino et al., 2023).

En resumen, la inflamacién desencadena cambios en la N-glicosilacion
sérica/plasmatica que podrian usarse como biomarcadores o herramientas de
prondstico. No obstante, en el contexto de la EChc, la evidencia en ese sentido es
escasa, por lo que estudios que aborden las alteraciones de la N-glicosilacion
plasmatica en individuos infectados por T. cruzi podria contribuir a herramientas
de diagnostico/prognosis, asi como promover una comprension mas completa de la

intrincada relacion entre los N-glicanos y la patogénesis de la enfermedad.

1.6 N-glicosilacion: aspectos generales

La N-glicosilacion consiste en la modificacion postraduccional de proteinas por
adicion de oligosacaridos de complejidad variable a un residuo de asparagina (Asn),
particularmente cuando dicho residuo se encuentra dentro de secuencias de
aminoacidos Asn-Xaa-Ser/Thr (N-X-S/T, donde X no es prolina). La biosintesis de los

N-glicanos en células eucariotas se produce secuencialmente en dos fases y en dos
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compartimentos de las células eucariotas, el reticulo endoplasmatico (RE) y el
aparato de Golgi. La glicosilacion asi obtenida es dependiente de factores genéticos
(expresion de enzimas que componen la denominada magquinaria de glicosilacion) y
ambientales (ej. estado nutricional de la célula), y es especifica de especie, tipo
celular y proteina (Stanley et al., 2022), como se demuestra, por ejemplo, con el
caracter antigénico de ciertas estructuras presentes en microrganismos patogenos,
o la glicosilacion diferencial de proteinas producidas de manera recombinante en

sistemas heterdlogos (Colley K]J et al., 2022).

Los tres tipos de N-glicanos comparten una estructura comun, denominada

nucleo o core (Figura 5) y se diferencian en su estructura segun:

a) de alta manosa: la estructura core o nucleo sélo se extiende con residuos de

manosa.

b) Complejos: la estructura core o nucleo se extienden por un proceso de adicién de
N-acetil-glucosaminas, que dan lugar a las antenas. Las mismas pueden ser

decoradas con galactosa, y en forma terminal, acido sidlico.

¢) Hibridos: estan caracterizados por la adicién de residuos de manosa en el brazo
al-6 del ntcleo y la adiciéon de GlcNAc que puede ser extendida con galactosa, con o

sin acido sialico, en el brazo al-3 del ntcleo.

:Nucleo

Asn Asn Asn Asn Asn
Oligomanosa Hibrido | Di-antenario Tri-antenario Tetra-antenario |
Complejos

I GlcNAc O Manosa O Galactosa O Acido sialico }Fucosa

Figura 5. Clasificaciéon de N-glicanos. GIcNAc, N-Acetilglucosamina; Asn, aspargina. La
cantidad de GlcNAc adicionadas al nicleo define el tipo de N-glicano complejo. Como ejemplo
se presentan estructuras di-, tri- o tetraantenarias.
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En particular, la biosintesis de N-glicanos en el complejo en Golgi es catalizada
por enzimas como MGAT-1, MGAT-2, MGAT4a/b y MGAT5 (N-acetil-
glucosaminiltransferasas I, II, IVa/b y V, respectivamente) (Schachter, 1986).
Durante este proceso, los residuos de manosa de los glicanos precursores son
eliminados, y las MGATSs inician las ramificaciones de manera secuencial y
ordenada, agregando residuos de N-acetil-glucosamina (GlcNAc) (Schachter, 1986)
que daran lugar a las diferentes antenas del glicano, de acuerdo con el nimero
sustituciones con GIcNAc que posean (Figura 5). Estas GlcNAc pueden ser
extendidas con galactosa, dando lugar a estructuras LacNAc (N-acetil-lactosamina)
y si la ramificacién se extiende, por cadenas de poli-N-acetil-lactosamina (poli-
LacNAc) (Cummings y Kornfeld, 1984). Finalmente, los N-glicanos complejos
pueden también ser sialilados o fucosilados en posiciones especificas y mediante las

acciones de sialiltransferasas y fucosiltransferasas, respectivamente.

1.7 Desialilacion en el proceso inflamatorio

La sialilacion de N-glicanos juega un papel vital en la regulacion de la vida
media de las glicoproteinas en suero. Los glicanos asialilados son reconocidos por
los receptores de asialoglicoproteina (AGPR) en el higado y, como resultado, la
glicoproteina se elimina del torrente sanguineo (Ashwell et al., 1982; Morell AG et
al., 1972) por lo que la sialilacién/desialilacion durante la inflamacion ha estado en

el centro de atencion durante muchos afios.

Particularmente, la alteracién de la sialilacidn de los glicanos de la region Fc de
las IgGs ha sido ampliamente demostrada en inflamacién (Vattepu, Sneed y
Anthony, 2022). En un individuo sano, alrededor del 10-15% de la IgG sérica esta
sialilada (Gudelj, Lauc y Pezer, 2018), y la unién del 4cido sidlico al extremo terminal
de los N-glicanos de IgG prolonga la vida media de estas inmunoglobulinas en suero
(Bas et al., 2019). Ademas de esto, los acidos sidlicos terminales parecen servir
principalmente como un interruptor entre la actividad proinflamatoria y
antiinflamatoria de IgG en casos de alteracion de la homeostasis. Consistentemente
con esto, los pacientes que padecen condiciones tipicamente inflamatorias

muestran niveles elevados de IgG que carecen del acido sidlico terminal y residuos
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de galactosa (Su et al., 2020; Sotkiewicz et al., 2021). En este sentido, los efectos de la
administracion de IgG intravenosa terapéutica (IGIV), apropiadamente sialilada, se
asocian con el cardcter antinflamatorio de IgG que contrarresta la inflamacién

(Kaneko, Nimmerjahn y Ravetch, 2006; Washburn et al., 2015).
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2. Antecedentes

Con anterioridad a este trabajo de Tesis, las Dras. Vanina Grippo y Leticia
Niborski (Tesis Doctorales, 2008 y 2012, respectivamente) desarrollaron bibliotecas
de Acs recombinantes de cadena simple (scFv) a partir de ADN copia de células B de
pacientes con EChc. Utilizando la tecnologia de Phage Display (Ledsgaard et al.,

2018), se aislo un anticuerpo monoclonal humano, denominado scFv 6B6 (Figura 6).

" 10J6e) IV 2 s
Do W] g M .
Paciente Aislamiento VHy VL Construccion S ¥ Expresion procariota |\ - oo
con EChe de células B ADNC scFv de los constructos

positivos

Figura 6. Representacion esquematica de una biblioteca de presentacion de fagos derivada
del ARNm de células B de pacientes con EChc, de la cual se obtuvo el Ac scFv 6B6.

Resultados derivados de esos trabajos demostraron que el Ac scFv 6B6
reconocié una proteina de alto peso molecular cuando se enfrent6 a lisado de
epimastigote de T. cruzi mediante el ensayo de WB y carecia de reactividad contra
lisados de otros kinetoplastidos y 6rganos de rata y raton ensayados por ELISA

(Figura 7).
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Figura 7. Reactividad del scFv 6B6 frente a lisado de otros microorganismos y de tejidos de
rata y raton. Placas de poliestireno revestidas con lisado (20 pg/mL) o BSA (proteina no
relacionada) (5 ug/mL) se incubaron con scFv 6B6 (25 pug/ml) durante 2 h a 37°C. El scFv 6B6 unido
se detect6 con Ac anti-VSV y Ac de cabra anti-IgG1 de ratén acoplado a HRP. Revelado por TMB.;
Los valores estan expresados como la media de tres ensayos independientes por duplicado cada
uno. El color de los circulos representa el grupo al que pertenece cada lisado: azul:
microorganismos; verde: BSA; rojo: lisados de rata y naranja: lisados de ratdon (Adaptado de Tesis
Doctoral, Dra. Leticia Niborski, 2012). Lisados: Tc, T. cruzi; Tb, T. brucei; Cf, C. fasciculata; Ec, E.
coli; R. novergicus, rata; M. musculus, raton.

Posteriormente, al considerar la ausencia de esta proteina en los kinetoplastidos
ensayados, se procedio a evaluar su potencial para el diagnéstico de la EChc. Dentro del
marco de la investigacién llevada a cabo durante mi Tesina de Licenciatura (2018), se
realiz6 un analisis por WB para determinar sila proteina de unién al Ac scFv 6B6, aislada
mediante inmunoprecipitacion, era reconocida por muestras de plasma de pacientes
EChc, con leishmaniasis cutanea (LC), con infecciéon mixta por Leishmania spp. y T.
cruzi, o sujetos no infectados (NI). Los resultados arrojaron que sélo los individuos
cronicamente infectados por T. cruzi e individuos con infeccién mixta por ambos

patégenos presentaban reactividad contra esta proteina (Figura 8).
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Figura 8. Potencial inmunogénico de la proteina de union al scFv 6B6. Western-Blot (WB)

representativo que muestra la reactividad de diferentes muestras de plasmas contra la proteina
de unién al scFv 6B6. La proteina se sembr6 en SDS-PAGE (8%), se transfirié a membranas de
nitrocelulosa y se revel6 con el anticuerpo scFv 6B6. La deteccién se llevé a cabo mediante
quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. C+: control positivo; EC, plasma de paciente con
EChc, NI: plasma de sujeto no infectado, MI: plasma de paciente con infeccién mixta por T. cruzi
y Leishmania spp., LC: plasma de paciente con leishmaniasis cutanea.

Por lo tanto, el siguiente paso consistié en evaluar la intensidad relativa de banda
(IRB) por parte de los plasmas de pacientes pertenecientes a las distintas cohortes,
detalladas més arriba, contra la proteina de unién a scFv 6B6. Tal como se observa en la
Figura 9, los valores de IRB fueron significativamente mayores cuando se ensayaron
plasma de pacientes infectados por T. cruzi, en comparacioén con aquellos provenientes
de pacientes infectados con Leishmania spp. y sujetos no infectados. Asimismo, a pesar
de no existir una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control
debido al bajo nimero de muestras, los pacientes con coinfecciéon por ambos patégenos
mostraron una mediana de IRB muy similar a la obtenida para el grupo compuesto por

muestras T. cruzi-positivas.

*kkk

44 r 1

Intensidad Relativa de Banda (IRB)
[y}

EC IM LC J
(n=28) (n=3) (n=8) (n=11)
Muestras

Figura 9. Intensidad relativa banda (IRB) obtenida de muestras de plasma de sujetos positivos (EC)
y negativos para T. cruzi (NI), con infeccion mixta por T. cruziy Leishmania spp. (IM) e individuos
con leishmaniasis cutanea (LC). El valor de corte se establecié en 1 (linea discontinua). Cada punto
en el gréafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes reflejan la mediana y el rango
intercuartil. Las diferencias estadisticamente significativas fueron evaluadas mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones multiples de Dunn. Las correlaciones
significativas se indican con el nivel de significancia (***p < 0,001; **** p < 0,0001).
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En la Tabla 3 se detallan las caracteristicas de la cohorte de plasmas ensayados
contra la proteina de unién a scFv 6B6, incluyendo la caracteristica clinica de los

individuos y el nimero de muestras.

Numero de plasmas

Infeccion Manifestacion clinica . B
positivos / Numero total

GO (pacientes sin

manifestacién cardiaca) 10/10
EC G1 (pacientes con
manifestacién cardiaca o 18/18
digestiva)
NI NA 1/10
M NA 3/3
LC Cutanea 0/9

Tabla 3. Reactividad plasmatica contra la proteina de union a scFv 6B6 para toda la cohorte
de individuos ensayados. EC, cohorte de pacientes con EChc, NI: cohorte de individuos no
infectados, MI: cohorte de pacientes con infeccion mixta por T. cruzi y Leishmania spp., LC:
cohorte de pacientes con leishmaniasis cutanea.

En virtud de estos hallazgos, uno de los objetivos principales de la presente
Tesis se enfoca en la caracterizacion detallada de esta proteina, explorando su

potencial utilidad como herramienta diagnéstica para la EChc.
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3. Hipétesis y Objetivos

En funcion de los Antecedentes expuestos, resulta evidente la importancia de
caracterizar nuevas proteinas antigénicas de T. cruzi. Mas alld de aportar al
conocimiento basico sobre la biologia del parasito, estos estudios permitirian
mejorar la precision del diagndstico en sus diferentes escenarios epidemiolégicos,
reduciendo asi el nimero de resultados no concluyentes. Ademas, dado que la
forma crénica de la ECh puede resultar en una cardiomiopatia dilatada asociada a
inflamacion, la alteraciéon del N-glicoma plasmatico podria ser de utilidad para

estudiar la evolucion clinica de los pacientes que cursan esta fase.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue la busqueda de nuevas
herramientas selectivas y especificas de potencial aplicacion diagnéstica y
prondstica. En este sentido, y abordando este objetivo desde una perspectiva

integral parasito-huésped, nos enfocamos en:

- Caracterizar una nueva proteina de T. cruzi como potencial herramienta de

diagnéstico.

- Analizar el perfil plasmatico de N-glicanos de pacientes con EChc, para
establecer si una potencial alteracion asociada al proceso inflamatorio podria ser

utilizada para la prognosis de cardiomiopatia dilatada chagéasica.
Para ello, han sido planteadas dos aproximaciones:

Aproximacion I. Caracterizacion molecular de la proteina de unién al anticuerpo
recombinante scFv 6B6 y validacion de su eficacia para el diagndstico serolégico de

la EChc.

a. Identificar la proteina reconocida por el scFv 6B6 y realizar un estudio evolutivo
de la misma mediante la construccién de un arbol filogenético y estudios de

sintenia.

b. Evaluar su expresion en diferentes linajes filogenéticos de T. cruzi y en otros

parasitos de importancia sanitaria como T. brucei y Leishmania spp.
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Determinar su localizacién subcelular en diferentes estadios del ciclo de vida de

T. cruzi.

Predecir mediante andlisis in silico tanto su estructura tridimensional como la

presencia de epitopes de células B.

Clonar y expresar las regiones predichas como inmunogénicas en un sistema de
expresion procariota y validar inicialmente su potencial para la deteccién de

anticuerpos anti T. cruzi-especificos mediante ensayo de WB.

Estandarizar y optimizar pruebas inmunoenzimaticas en formato ELISA
indirecto, utilizando los antigenos derivados de la proteina de union al Ac scFv

6B6.

Validar el ensayo de ELISA indirecto mediante el uso de plasmas de individuos
infectados y no infectados con T. cruzi de diferentes regiones geograficas de
Américay con las diferentes presentaciones clinicas de la enfermedad, asi como
evaluar su reactividad cruzada frente a muestras de plasmas de individuos con

otras enfermedades infecciosas virales, bacterianas y parasitarias.

Aproximacion II. Exploraciéon del N-glicoma plasmatico en btusqueda de nuevos

marcadores prognoésticos de la manifestaciéon cardiaca de la EChc.

a.

Explorar la potencial alteracién del N-glicoma de plasma total en pacientes en
las distintas fases de la enfermedad crénica (sin manifestaciones clinicas o con

alteraciones cardiacas).

Evaluar las potenciales alteraciones del N-glicoma plasmatico en funcién de la

carga parasitaria de T. cruzi en sangre.
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4. Materiales

4.1 Solucionesy medios generales.

BSA-PBS: 1% (p/v) BSA en PBS 1X.

BSA-TBS: 1% (p/v) BSA en TBS TW.

Buffer carbonato/bicarbonato (ELISA): 15 mM Na,COs;; 35 mM NaHCO; (pH 9,6).
Buffer de corrida de acidos nucleicos (TAE) 50X: 50 mM Tris base, 1 M 4cido acético
glacial, 50 mM EDTA (pH: 7,5).

Buffer de corrida de proteinas 1X: 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0,1% SDS (pH
8,3).

Buffer de electrotransferencia de proteinas 1X: 2,5 mM Tris base, 190 mM glicina,
20% (v/v) metanol.

Buffer de elucion (inmunoprecipitacion): 0,1 M glicina-HCI (pH 2,5-3,0).

Buffer de lavado (inmunoprecipitacion): 0,025 M Tris, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA,
1% NP-40, 5% glicerol (pH 7,4).

Buffer de siembra de proteinas 5X: 0,5% (p/v) azul de bromofenol, 10% (p/v) SDS,
25% (v/v) B-mercaptoetanol, 50% (v/v) glicerol.

Dextran sulfato: 1% (p/v) dextran sulfato (Sigma-Aldrich, Cat. No. D-6001) en buffer
citrato 0,1 M (pH 5,5).

Hemina 500X: 0.2 N NaOH, en 50 mL en H,0 miliQ en un vaso de precipitado. Luego,
se afladid 0.65 g de hemina en polvo (Sigma-Aldrich, Cat. No. MA0902) y se revolvi6
hasta su completa disolucion. Se esterilizé con filtro de 0.22 um.

HEPES 1M: 2,4% (p/v) HEPES (Sigma-Aldrich, Cat. No. 391338) (pH 7,4). Esterilizado
con filtro de 0,22 um.

Medio BHI completo: Medio BHI base + 25 pg/mL hemina, 100 U/mL penicilina, 100
pug/mL estreptomicina, 100 pg/mL higromicina, 100 pg/mL nourseotricina, 10%
suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Cérdoba, Argentina) inactivado.

Medio Brain Heart Infusion (BHI) base: 0,6% (p/v) Infusién de cerebro y corazén
(solidos), 0,6% (p/v) de digerido péptico de tejido animal, 0,5% (p/v) NaCl, 0,3%
glucosa, 1,45% (p/v) gelatina digerida por enzimas pancreaticas, 0,25% (p/v)
Na,HPO4; pH: 7,4. Se esteriliz6 por autoclave.

Medio LB-agar: LB + 10% Agar. Se esterilizé por autoclave.
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Medio Liver infusion tryptose (LIT) completo: 0,5% (p/v) infusion de higado, 0,5%
(p/v) triptosa, 68 mM NacCl, 5,3 mM KCl, 22 mM Na,HPO,, 2% (p/v) glucosa. Se
esteriliz6 por autoclave y su suplement6 con: 25 pg/mL hemina, 100 U/mL
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 10% SFB inactivado (pH 7,4).

Medio Luria-Bertani (LB): 1% (p/v) bactotriptona, 0,5% (p/v) extracto de levadura,
1% (p/v) NaCl. Se esteriliz6 por autoclave.

Medio RPMI-SFB/RPMI-BSA: En ambos casos, se utilizé como base al medio RPMI-
1640 (que contiene HEPES y rojo fenol en su formulaciéon comercial (Thermo-Fisher,
Cat. No. 23400021). Se adicion6 bicarbonato de sodio 0,2% (p/v) y se esteriliz6 por
filtracion con filtro de 0,22 pm y se suplement6 con L-glutamina 2mM, penicilina
100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL.

PBS 1X: 38 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 162 mM Na,HPO, (pH 7,4).

PBS-Imidazol: 0,1 M imidazol, 0,05 M Na,HPO,, 0,3 M NaCl (pH 8,0).

PBS-Triton: 0,1% (v/v) Tritén X-100 en PBS 1X.

PBS-TW: PBS 1X + 0,05% (v/v) de detergente no iénico Tween-20.

PFA-PBS: 4% (v/v) p-formaldehido en PBS 1X.

Rojo Ponceau S: 0,5% rojo Ponceau S, 40% metanol, 10% acido acético (Sigma-
Aldrich, Cat. No. P-3504).

RPMI-BSA: RPMI-1640 suplementado + 0.4% BSA.

RPMI-SFB: RPMI-1640 suplementado + 10% (v/v) SFB inactivado.

Solucion de elucion (produccion de scFv): 50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 50 mM
EDTA, 300 mM imidazol.

Solucion de extraccion periplasmica: 0,2 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,5 M EDTA, 0,5 M
sacarosa, inhibidores de proteasas 1 tableta /10 mL (Roche, Alemania).

Solucion de frenado (ELISA diagnostico): 4 N H,SO.,

Solucion de frenado (ELISA-in house): 0.2 M H,SO,.

Solucion de lavado (produccion de scFv): 50 mM Na,HPO,, 300 mM NacCl, 10 mM
imidazol.

Solucion de lisis de epimastigotes: 5 mM MgCl,, 25 mM acetato de Potasio
(KCH3COO), 1 mM DTT 1 mM, sacarosa 250 mM, Tritén X100 1% (v/v), solucion Tris-
HC1 20 mM pH 7,4, cOmplete (inhibidor de proteasas, Roche, Alemania) 1 tableta/10

mL.
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Solucion de lisis de tripomastigotes: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NacCl, 2 mM
MgCl2, 2 mM EGTA, cOmplete (inhibidor de proteasas, Roche, Alemania, Cat. No.
04693132001), 1 tableta/10 mL.

Solucion de tincion Coomassie Blue (no coloidal): 0,12% Coomassie Brillant Blue G-
250 (Sigma-Aldrich, Cat. No. B-2025), 10% (NH,),SO4, 10% H5PO4(85%), 20% metanol.
Solucion decolorante de Coomassie: 40% metanol, 10% acido acético.

Solucién I: 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea (pH 8,0).

Solucion II: 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea (pH 6,3).

Solucién III: 100 mM NaH,P0,, 10 mM Tris-HCI, 8 M Urea (pH 5,9).

Solucion IV: 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea (pH 4,5).

TBFI: 0,1 M CaCl,.

TBFII: 0,1 M CaCly, 15% glicerol.

TBS 1X: 5 mM Tris-HCl (pH 7,4), 15 mM NaCl.

TBS-TW20: TBS 1X + 1% (v/v) de detergente no iéonico Tween-20.

TMB: 30 mg/mL de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, Cat. No. EC
264-769-6) en buffer citrato 0,1 M (pH 5,5), 7,2% DMSO, 1,8% glicerol.

4.2 Reactivos comerciales.
Estandares de peso molecular de ADN:

= Estandar de ADN 1 Kb Plus, Invitrogen, Cat. No. 10787018.
» Escalera de ADN de 100 bp GeneRuler, Thermo Scientific, Cat. No. SM0241.
* LADDER 1 kpb plus, PB-L Productos Bio-Ldgicos, Cat. No. MA0902.

Buffer de carga de acidos nucleicos 6X: Gel Loading Dye 6X, New England BioLabs,
Cat. No. B7024S.

Estandares de peso molecular de proteinas:

» Estandar de proteinas de rango alto multicolor Spectra™, Thermo Scientific,
Cat. No. 26625.

» Estdndar de proteinas pretefiidas PageRuler, Thermo Scientific, Cat. No. 26616.
Cebadores: todos sintetizados por Macrogen, 100 uM solucién de stock.

dNTPs: Invitrogen™ Conjunto de dNTP (100 mM), Invitrogen, Cat. No. 10297018.

o1



Digestion enzimatica:

»  Buffer CutSmart: New England BioLabs, Cat. No. B6004S.
*  Buffer NEB 3.1: New England BioLabs, Cat. No. B6003S.

Ligacion:
»  Buffer de Ligacion: 2X Rapid Ligation Buffer, Promega, Cat. No. PAC6711.

IPTG: La solucién madre se prepara a 1 M en H,0 miliQ y se conserva a -20 °C.

Concentracion de uso: 1 mM. Se esterilizé con filtro de 0,22 pum.

Resina Ni-NTA Agarosa: 50% Ni2+-NTA, QIAGEN, Cat. No. 30210.
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4.3 Enzimas.

Enzimas de restriccion:

= AflIl: New England BioLabs, Cat. No. R0520S.

= BamHI-HF: New England BioLabs, Cat. No. R3136.
= TEcoRI: TransGen BioTech, Cat. No. JE201-01.

» HindIIl: New England BioLabs, Cat. No. R0104S.

= Sacl: New England BioLabs, Cat. No. R0156.

» Swal: New England BioLabs, Cat. No. RO604L.

» Xbal: Invitrogen, Cat. No. 15226-012.

» Xhol: New England BioLabs, Cat. No. R0146S.

Enzima de ligacion:

» T4 DNA Ligase: New England BioLabs, Cat. No. M0202S.

Enzimas de polimerizacion:
» EasyTaq DNA Polymerase, TransGene, Cat. No. AP111.

» Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, New England BioLabs, Cat. No. M0515.

Liberacion de N-glicanos:

» PNGasaF (Péptido-N-glicosidasa F): Roche, Cat. No. 11365177001.
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4.4 Antibioticos.

Penicilina-Estreptomicina (500X): 50.000 unidades de penicilina G sédica y

50.000 pg de sulfato de estreptomicina (Serendipia Lab., Cat. No. DC1600).

X-gal: 20 mg/mL en dimetilformamida. Se esterilizé con filtro de 0,22 pm. Se

conserva a 4 °C en la oscuridad. Concentracion de uso: 8 mg/mL.

Ampicilina (2000X): 100 mg/mL en H20 miliQ. Se esteriliz6 con filtro de 0,22

um. Se conserva a -20 °C. Concentracion de uso: 100 pg/mL.

Cloranfenicol (1000X): 34 mg/mL (Sigma-Aldrich, Cat. No. P- SIALC0857-25G)
en H20 miliQ. Se esteriliz6 con filtro de 0,22 um. Se conserva a -20°C.

Concentracién de uso: 34 pg/mL.

Bleomicina/Zeocina (1000x): 10 mg/mL (Invivogen, Cat. No. ant-zn-1) en H20
miliQ. Se esteriliz6 con filtro de 0,22 um. Se conserva a -20 °C. Concentracion de

uso: 10 pg/mL.

Nourseotricina (100X): 10 mg/mL (Jena Bioscience, Cat. No. AB-102L) en H20
miliQ. Se esterilizo con filtro de 0.22 um. Se conserva a -20 °C. Concentracion de

uso: 100 pg/mL.

Higromicina B (500X): 10 mg/mL en H20 miliQ. Se esterilizo con filtro de 0,22
um. Se conserva a -20 °C. Concentraciéon de uso: 50 pg/mL (Thermo Scientific,

Cat. No. 10687010).

Tetraciclina (1000X): Se prepara en una concentraciéon de 10 mg/mL en etanol

70%, conservandose a -20 °C en oscuridad. Concentracién de uso: 10 pg/mL.
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4.5 Anticuerpos.

Anticuerpo Especie Catalogo Fabricante UomeETEm
P P 8 Dilucién de uso
Comerciales
Anti-6X His acoplado
a HRP (clon HIS-1) Raton A7058 Sigma-Aldrich WB: 1/3000
monoclonal
Anti-Tubulina,
Tirosina, (clon TUB- Raton T8328 Sigma-Aldrich WB: 1/6000
1A2) monoclonal
Anti-IgG humana WB: 1/3000
lado a HRP Conej A8792 Sigma-Aldrich )
acop a_ oa onejo igma-Aldric ELISA: 1/3000
policlonal
Anti-IgG ratén
acoplada a HRP Cabra 401215 Calbiochem WB: 1/6000
policlonal
Anti-IgG conej lad
HHIE ™ COnEJO ACOPIACO oapra 401216 Calbiochem WB: 1/6000
a HRP policlonal
Alexa Fltor 488 Anti-
exa ot . i Cabra A-11008 Invitrogen IFI: 1/500
IgG conejo
Cy3 Anti-IgG (H+L
¥ AT g (H+L) Cabra M30010 Invitrogen IFI: 1/500
ratén
Anti-6X His , . IFI: 1/1000
Rat 4A12E4 Invit
monoclonal aton fivitrogen WB: 1/3000
No comerciales
Desarrollado en
Anti-Tc323 (scFv-6B6) el laboratorio WB: 13 ug/mL
monoclonal (Tesis Dra.  ELISA: 20 ug/mL

Anti-Tc323 (chim m6B6)

monoclonal

Anti-TcCyP19

Anti-BiP

Conejo

Conejo

Niborski, Leticia)
Desarrollado en
el laboratorio
(Tesis Dra.
Niborski, Leticia)
Cedido por la Dr.
Jacqueline Bua

Cedido por la Dr.
Jacqueline Bua

WB: 3 pg/mL
IFI: 12 pg/mL

WB: 1/300
IFI: 1/300

WB: 1/10000

Tabla 4. Listado de anticuerpos utilizados en este trabajo. HRP (horseradish peroxidase);
fluoréforos: Alexa 488, y cianina 3 (Cy3). Se indica la especie inmunizada, el c6digo comercial, el
fabricante del Ac y la concentracién/dilucién de uso; WB, Western-Blot; ELISA, Inmunoensayo

enzimatico; IFI, Inmunofluorescencia indirecta.
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4.6 Plasmidos

4.6.1 De clonacion.

- pGEME®-T Easy (Promega): Plasmido utilizado para el clonado de los productos
de PCR, confiriéndole a la bacteria resistencia a ampicilina (amp¥X). Este
plasmido posee la caracteristica de tener bases timina (T) protruyentes en los
extremos 3’ que permite la ligacion en forma directa de fragmentos de PCR que
presentan bases adenina (A) en sus extremos generadas por la Taq polimerasa.
Posee el gen de la betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina.
Expresa un fragmento del gen lacZ que facilita la deteccién de los clones
recombinantes gracias a la a-complementacion: en presencia de un sustrato
cromogénico de la [-galactosidasa (X-Gal), las colonias de E. coli DH5a
portadoras del plasmido con el ORF (ORF, del inglés open reading frame) de
interés seran blancas, a diferencia de las no portadoras que seran azules (Figura

10).

Promotor T7

Promotor SP6
Operador lac

Promotor lac |

CAP binding site

pGEM-T Easy Vector
3016 pb

Promotor Amp®

Figura 10. Mapa circular del plismido pGEM-T Easy. Sitio de unién de la ARN polimerasa
(CAP); Ori, sitio de inicio de la replicacién; M13 fwd y M13 rv, cebadores para secuenciacion;
ORF, marco de lectura abierto (del inglés, open reading frame).
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4.6.2 De expresion.

- pRSET-A (Invitrogen): Plasmido utilizado como vector de expresion procariotas
que confiere resistencia a la ampicilina (amp~). Contiene el promotor T7lac para
expresion en fase con una cola de histidinas en su region N-terminal que facilita
la purificaciéon del producto proteico por columnas de afinidad. El promotor
T7lac contiene la fusion del promotor de la T7 ARN polimerasa y el operador lac.
Los fragmentos de ADN insertados sé6lo se expresan en presencia de un agente
inductor (IPTG) y de una fuente de T7 ARN polimerasa. En este trabajo, se ha
utilizado la cepa de E. coli BL21(DE3) como fuente de esta polimerasa, ya que en
ella la expresion de la T7 ARN polimerasa también se halla bajo el control del
operon lac. Las proteinas expresadas bajo este sistema presentan una cola de

histidinas en su extremo N-terminal (6xHis) (Figura 11).

T7 promoter RBS

6xHis

T7 tag (gene 10 leader)
Xpress™ tag BamHI (202)
: Sacl (212)

Xhol (214)

Pvull (224)
EcoRI (236)

T7 terminater Hindlll (243)

PRSET - A vector
2897 bp

Amp® promoter

( Amp*®

Figure 11. Mapa circular del plasmido pRSET-A. Sitio de unién ribosomal (RBS, del inglés
ribosomal binding site), 6xHis, secuencia de hexahistidinas (tag) N-terminal; Ori, sitio de inicio de
la replicacién; ORF, marco de lectura abierto (del inglés, open reading frame). Se indican las
enzimas de restriccién especificas cuyo sitio de corte se incluyé en los cebadores forward
(BamHI, Sacl, Xhol) y reverse (Pvull, EcoRI, HindIII) utilizados para la amplificacién de cada ORF
especifico y su posterior clonado en este plasmido (ver Apéndice).
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pLEXSY_I-ble3 (Jena Bioscience): Plasmido utilizado para la expresion de
proteinas inducibles a partir de construcciones integrativas en el eucariota L.
tarentolae (cepa T7-TR). Permite un control estricto de la expresién de proteinas
andloga a la expresion bacteriana de T7. La expresion se activa mediante la adicién
de un inductor (tetraciclina). La seleccién de los transfectantes se realiza con
Bleomicina o a su analogo Zeocina, ya que este plasmido contiene el gen de
resistencia a dicho antibiético (Bleo®). Las proteinas expresadas bajo este sistema

presentan una cola de histidinas en su extremo C-terminal (Figura 12).

T7 promoter

tet operator

BsaBl * (783)

Xhol (1191)
Xbal (1263)
Xhol (1324)

(Amp® ),

AmpR promoter

pLEXSY_I-Ble3
7493 pb

Afill (2251)
6xHis

Bell * (2611)

BspDIl * - Clal * (27868)

(3806) SexAl *  Smal (3733)

Figura 12. Mapa circular del vector pLEXSY_I-Ble3. 6xHis, secuencia de hexahistidinas (tag) C-
terminal; Ori, sitio de inicio de la replicacion; ORF, marco de lectura abierto (del inglés, open
reading frame). Se indican las enzimas de restriccién especificas cuyo sitio de corte se incluy6 en
los cebadores forward (Xbal y Xhol) y reverse (AflII) utilizados para la amplificacién de cada ORF
especifico y su posterior clonado en este plasmido (ver Apéndice).
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4.7 Cepas.

4.7.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) DH5a - Genotipo: F- ®80lacZAM15 A (lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-,
Thermo Scientific, Cat. No. 18265017. Cepa para clonado.

E. coli BL21 Rosetta (DE3) pLysS - Genotipo: F-ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm
(DE3) pLysSRARE (Cam®), Novagen, Sigma-Aldrich, Cat. No. 70956-M. Cepa

para expresion. Inducible por IPTG.

4.7.2 Trypanosoma cruzi.

Cepa UDT Ciudad, Pais Hospedero/Vector
Dm28c Tcl Venezuela Didelphis marsupialis
CL Brener TcVI Rio Grande do Sul Triatoma infestans
Tulahuen TcVI Tulahuen, Chile Homo sapiens
Y Tell Sdo Paulo, Brasil Homo sapiens
HE TcV Paraguay Triatoma infestans

Tabla 5. Cepas de T. cruzi utilizadas en este estudio con su correspondiente UDT Unidad
Discreta de Tipificacion), segiin la nomenclatura revisada de Zingales y col., 2023

4.7.3 Leishmania spp.

Leishmania mexicana: Cepa infectiva para los humanos aislada originalmente

en Yucatan, México a partir del vector Lutzomyia olmeca.

Leishmania tarentolae (cepa LEXSY T7-TR): Cepa comercial no infectiva aislada
originalmente a partir del vector Tarentola mauritanica. Estd modificada
genéticamente para la expresion de proteinas ya que expresa constitutivamente
la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (T7pol) y el represor del elemento de
respuesta a tetraciclina (Tet®). Ademas, presentan genes de resistencia a los

antibidticos de seleccién nourseotricina e higromicina.

4.8 Linea celular.

VERO (ATCC® CCL-81™): células epiteliales provenientes de rifion de primate.
Utilizada para la obtencién y mantenimiento de las formas tripomastigotes de T.

cruzi.
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5. Métodos

5.1 Reclutamiento de pacientes y obtencion de muestra.

La seleccién y toma de muestras de los pacientes con EChc fueron llevadas a
cabo en el Servicio de Cardiologia del Hospital General de Agudos “Dr. Ramos
Mejia”, el Instituto Nacional de Parasitologia (INP-ANLIS) “Dr. Mario Fatala Chabén”
y el Hospital General de Agudos “Dr. Ignacio Pirovano”, ubicados en la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires. Todos los protocolos empleados siguen los
lineamientos de la Declaracién de Helsinki y de los Comités de Etica Médica de los
respectivos centros de muestreo. En concordancia con esto, cada uno de los
pacientes incluidos en el estudio proporcioné su consentimiento informado por
escrito antes de que se llevara a cabo la extracciéon de la muestra, y previa

explicacion de la naturaleza de la investigacion.

Las muestras consistieron en 35 a 80 mL de sangre venosa periférica,
recolectada en tubos anticoagulados con EDTA (BD-Vacutainer). Una fraccion de 3
mL sangre completa se separ6 y centrifugé durante 10 min a 2000 rpm para la
obtencién del plasma, el cual se almacend a -20 °C hasta su utilizacion. Otra alicuota
de 2 mL se separ6 para la deteccion de ADN de T. cruzi por gPCR (ver 5.2. Deteccion
de ADN de T. cruzi y cuantificacion de la carga parasitaria en muestras

sanguineas).

Los criterios de inclusién de los pacientes implicaron tener resultados
seroldgicos positivos para la ECh, confirmados por al menos dos métodos
diagnésticos independientes, que incluyeron inmunofluorescencia indirecta (IFI),
hemaglutinacién indirecta (HAI) o ensayo de ELISA, ademas de residir en el Area
Metropolitana de Buenos Aires (AMBA), una zona no endémica para la infeccién.
Por otro lado, los criterios de exclusién abarcaron la presencia de hipertensién
arterial sistémica, diabetes mellitus, disfuncién tiroidea, insuficiencia renal,
enfermedades pulmonares obstructivas cronicas, trastornos hidroelectroliticos,
alcoholismo, antecedentes médicos que sugirieran obstruccién coronaria arterial,

enfermedades reumaticas, embarazo, tratamiento con Benznidazol y/o Nifurtimox,
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asi como la incapacidad para completar los exdmenes requeridos. Todos los
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién fueron sometidos a un
examen clinico y cardioldgico exhaustivo, que incluy6 una evaluacion de la historia
clinica, un examen fisico, un electrocardiograma en reposo, analisis clinicos de
laboratorio, radiografias de torax y ecocardiogramas, segtn la consideracion de los

médicos a cargo.

Considerando la evaluacién clinica y cardiolégica, los pacientes fueron
divididos en grupos de acuerdo con una la clasificacién de Kuschnir (Kuschnir et al.,

1985) y categorizados en funcion de la presencia o ausencia de sintomatologia en:

- Grupo GO: pacientes que no presentaron signos ni sintomas evidentes de

patologia cardiaca (KO, radiografia de torax y electrocardiograma normales).

- Grupo G1: pacientes con alteraciones cardiacas se dividen en tres subgrupos,
cada uno con un grado de severidad diferente; K1: Pacientes que presentan
alteraciones como bloqueo de rama derecha y/o izquierda, asi como diversas
anomalias en la conductividad cardiaca; K2: Pacientes con dilatacién del
ventriculo izquierdo; K3: Pacientes que sufren de insuficiencia cardiaca. Dentro
de este ultimo grupo (G1), también se incluyeron a los pacientes que padecian

alteraciones digestivas debido a la infeccion por el parasito.

Adicionalmente muestras de individuos no infectados por T. cruzi fueron
incluidas como grupo control, utilizando (a excepcién de la serologia) los mismos

criterios de inclusion y exclusion.

5.2 Deteccion de ADN de T. cruzi y cuantificacion de la carga
parasitaria en muestras sanguineas.

5.2.1 Extraccion de ADN total.

A partir de las muestras sanguineas de cada paciente, se extrajo ADN utilizando
el kit comercial High Pure PCR Template Preparation (Diagnostics Corp., Indiana, EE.
UU.), segun las instrucciones provistas por el fabricante. A continuacién, se

describe detalladamente el protocolo seguido:
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En un vial de 2 mL se agreg6 40 pL de proteinasa K (10 mg/mL), 200 uL de buffer
de union, 200 pL de la muestra de sangre (previamente homogeneizada) y 5 uL de
control interno de amplificacién o IAC (del inglés, Internal Amplification Control)
(100 pg/uL) (Duffy et al., 2013). La mezcla anterior se homogeneiz6 durante 15 seg
en Vortex y se incub¢ a 70 °C durante 10 min en bloque térmico. Posteriormente, se
afiadié 100 pL de isopropanol, se homogeneiz6 en vortex y el volumen total se
incorpor6 en su correspondiente columna High Pure Filter en un tubo colector de 2
mL. Se centrifugé durante 1 min a 8000 rpm, descartandose el tubo colector con el
filtrado, y colocando la columna en un nuevo tubo colector. Luego, se ahadieron 500
ML de solucién removedora de inhibidores, y se centrifugé en las mismas
condiciones descritas anteriormente, descartando nuevamente el tubo con el
filtrado. Se llevaron a cabo dos rondas adicionales de procedimientos similares al
paso anterior, esta vez incorporando una solucién de lavado. Finalmente, la
columna se centrifugd a 13800 rpm para la eliminaciéon del etanol residual, se
agregaron 100 uL de solucién de elucion precalentada a 70 °C y se centrifugé a 8000

rpm durante 1 min. El eluato obtenido se conservo a -20 °C para su posterior analisis.

5.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR).

En este estudio, la deteccién y cuantificacién de T. cruzi se llevd a cabo
siguiendo el procedimiento establecido por el equipo del Dr. Alejandro Schijman,
LaBMeCh-INGEBI-CONICET (Duffy et al., 2013; Ramirez et al., 2015). En este
protocolo, se emplea una reacciéon “multiplex” que amplifica la secuencia objetivo
en el ADN satélite (ADNSat) de T. cruzi y el IAC en dos reacciones simultdneas. La
reaccion se realizo utilizando 5 ul. de ADN en un volumen final de 20 uL de qPCR
supermix. La amplificacién se llevé a cabo en el equipo de PCR en tiempo real ABI
7500 (Applied Biosystems, California, EE. UU.) o Rotor-Gene 6000 (Corbett Life
Science, Cambridgeshire, Reino Unido), con las siguientes condiciones de ciclado:
10 min de pre-incubacién a 95 °C, 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg y de 58 °C durante
1 min, con lectura de la senal de fluorescencia al final de cada ciclo. Una vez
obtenidos los resultados se definieron como positivas todas aquellas que obtengan

un valor de Cq (cycle quantification)/Ct (cycle threshold).
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La cuantificacion de la carga parasitaria se llevd a cabo mediante una curva

estandar de 5 puntos construida con diluciones seriadas

5.3 Preparacion de lisados.

5.3.1 Epimastigotes de T. cruzi / Promastigotes de L. tarentolae.

Epimastigotes de T. cruzi (cepas Dm28c, Y, HE y CL Brener) o promastigotes de
Leishmania tarentolae se cultivaron en medio LIT o BHI, respectivamente y se
recolectaron en su fase exponencial de crecimiento por centrifugacion a 400 g
durante 10 min en tubos cénicos de 50 mL. Luego de descartar el sobrenadante, el
sedimento se resuspendid en PBS y se centrifugé nuevamente para lavar el medio
de cultivo excedente. El sedimento resultante fue resuspendido en solucion de lisis
de epimastigotes, siguiendo la relacién 0,5 mL de solucion de lisis por cada 10°
parasitos, y sometido a 5 ciclos de congelado en N; liquido y descongelado a 37 °C.
Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Bradford (Bio-Rad,
California, EE. UU.), obteniéndose valores de concentracién de 4,3 a 12,5 mg/mL. Se
procedi6 de igual manera para obtener los lisados de promastigotes de Leishmania
mexicana y parasitos prociclicos de Trypanosoma brucei, los cuales fueron
gentilmente cedidos por el Dr. Carlos Labriola, de la Fundacién Instituto Leloir y
por el Dr. Guillermo Alonso y la Dra. Alejandra Schoijet del Laboratorio de
Sefializaciéon y Mecanismos Adaptativos en Tripanosomatidos (INGEBI-CONICET),
respectivamente. Los extractos proteicos fueron conservados a -80 °C hasta su

utilizacidn.

5.3.2 Tripomastigotes / amastigotes.

A partir de cultivo de células VERO en medio RPMI-SFB infectadas con
tripomastigotes de T. cruzi [cepa Dm28c, multiplicidad de infeccién (MOI) 3:1], se
recuperaron los sobrenadantes luego del dia 3-5 post infeccion. Especificamente, se
centrifugd a 400 g por 10 min para separar los restos de las células sustrato, se
recuper6 el sobrenadante, y finalmente se centrifugd a 2000 g por 10 min para
sedimentar los parasitos. El sedimento resultante se lavé con 1 mL de PBS y se
contaron los parasitos en camara de Neubauer. Seguidamente, se centrifugd a 2000
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g por 10 min y se descarto el sobrenadante, conservandose los tripomastigotes en el

sedimento.

Para la obtencién de los amastigotes, un total de 1x10 de los tripomastigotes
derivados de células anteriormente obtenidos, se colectaron por centrifugacién y se
lavaron tres veces con RPMI-BSA pH 7,4 y dos veces mas con RPMI-BSA pH 5, en
ausencia de SFB. Posteriormente, el sedimento se resuspendi6 en 100 uL. de RPMI-
BSA pH 5y se incubaron a 37 °C. Luego de 24 h, los parasitos fueron recolectados

por centrifugacién durante 10 min a 2000 rpm.

En ambos casos, se almacenaron los sedimentos a -20 °C hasta acumular una
cantidad total de 6x108® parasitos totales, para luego resuspenderse en solucion de
lisis de tripomastigotes, a razéon de 150 pL de buffer por cada 107 parasitos. La
suspension resultante se someti6 a 5 ciclos de congelado en N, liquido y
descongelado a 37 °C, y se cuantifico proteinas totales por el método de Bradford
(Bio-Rad, California, EE. UU), obteniéndose concentraciones de 1,47 mg/mL y 4,5

mg/mL para el lisado de amastigotes y tripomastigotes, respectivamente.

5.4 Expresion y purificacion del Ac scFv 6B6.

Bacterias E. coli HB2151 transformadas con el plasmido de scFv 6B6 se crecieron
en agitaciéon a 37 °C en medio LB/Ampicilina-Glucosa 2%. Al dia siguiente, 10 mL de
ese cultivo se inocularon a 800 mL de medio LB/Ampicilina-Glucosa 2% hasta
alcanzar una DOa 600 nmde 0,7-1. Las bacterias se recolectaron por centrifugacién
a 5000 g en una centrifuga Sorvall RC-5C PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.) y fueron resuspendidas nuevamente en medio LB/Ampicilina (sin
glucosa), al cual se le adicion6 1 mM de IPTG para inducir la expresién del
anticuerpo. Los cultivos permanecieron en agitacion a 20 °C durante
aproximadamente 18 h. Al dia siguiente, la suspension bacteriana se centrifugé a 4
°C por 10 min a 5000 gy el pellet se resuspendi6 lentamente, y evitando la formacién
de burbujas en 10 mL de solucién de extraccién periplasmica mediante pipeteo.
Luego, se mantuvo en agitacién en hielo por 30 min y se centrifug6 a 4 °C por 15 min
a 10000 g para separar la fraccion periplasmica. La fraccion periplasmica se dializo

a 4 °C ON contra PBS-Imidazol. La purificacion del scFv se realiz a través de su
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extremo 6xHIS, utilizando una columna de Ni-NTA (QIAGEN, Heldin, Alemania) en
una proporcién 1:20. Después de eluir con el buffer de elucion (PBS-Imidazol), las
fracciones obtenidas se dializaron contra PBS ON a 4 °C, con el objetivo de eliminar
el Imidazol presente. Se determind la concentracion de proteinas por DO a 280 nm
y se calculd la concentracién de scFv segin su coeficiente de extinciéon molar

calculado previamente en base a su secuencia aminoacidica.

CEM (coeficiente de extincion molar): 1,55.

5.5 Obtencion del Ac scFv 6B6 como Ac completo o quimera: chim
moé6B6

El clonado del Ac scFv 6B6 como IgG, su expresién temporal en células HEK293
(provenientes de tejido embrionario humano del rifién), y su posterior purificacion,
se realizd en cooperacion con el Dr. Jos Raats de ModiQuest Research - Monoclonal
Antibody Generation Services en Nijmegen, Paises Bajos). Brevemente, se crearon dos
construcciones utilizando distintos plasmidos de expresiéon eucaridtica con
diferentes niveles de seleccién. Se clond la region variable de la cadena ligera del
scFv en un plasmido de expresion junto con el gen de la regién constante de la
cadena ligera (kappa) de M. musculus. Por otro lado, se clon6 la region variable de
la cadena pesada del scFv junto al gen de la region constante de la cadena pesada
(IgG1) de M. musculus en otro plasmido de expresion. Se co-transfectaron células
HEK293 con una combinacién de estos plasmidos, cada uno codificando una cadena
de la inmunoglobulina, y posteriormente se purificaron a través de una columna de

proteina A.

5.6 Inmunoprecipitacion (IP).

La inmunoprecipitaciéon de la proteina Tc323 se realizé utilizando un kit
comercial (Pierce™Co-Immunoprecipitation Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL,
EE. UU), y siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Brevemente, se
pas6 1 mg de lisado de epimastigote de T. cruzi (cepa CL-Brener) a través de una

columna de agarosa Proteina A/G para minimizar la unién no especifica de las
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proteinas del parasito a la resina. En paralelo, se entrecruzaron covalentemente 20
g del Ac chim m6B6 con la proteina A/G agarosa utilizando DSS (Thermo-Scientific)
durante 1 h a TA. Luego, el Ac chim m6B6 acoplado a agarosa se incub6 con el lisado
de T. cruzi previamente aclarado con agitacion suave durante 1 h a 4 °C. Después de
los lavados, las proteinas unidas se eluyeron con glicina-HCl 0,1 M, pH 2,0, y se
neutralizé inmediatamente con el agregado de 5 uL de Tris-HCI 1 M, pH 9,0, para

evitar la degradacién de las proteinas.

Las fracciones eluidas se resuspendieron en buffer de muestra 5X (provisto
por el fabricante), y fueron resueltas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes,
como se describe mas abajo. Las bandas inmunoprecipitadas detectadas por tincion
del gel con Azul de Coomassie G-250 se cortaron y analizaron con LC-MS/MS en

FingerPrints Proteomic Facility, Universidad de Dundee, Escocia.

5.7 Preparacion de células bacterianas competentes.

5.7.1 Competentes quimicas

Para la preparacion de bacterias competentes, se partié de una colonia aislada
y se inici6 con ésta un cultivo de 10 mL de medio LB suplementado con los
antibidticos correspondientes a la cepa utilizada. El cultivo se incub6 ON a 37 °C y
en agitacion a 180 rpm. Al dia siguiente, se inocularon 100 mL de medio LB con una
dilucién 1/100 del cultivo anterior. El cultivo se mantuvo con agitaciéon de 180 rpm a
37 °C hasta alcanzar una DO a 600nm de 0,4-0,5. Alcanzada dicha DO, las células
reposaron en hielo durante 20 min para ser luego centrifugadas en frio a 4000 rpm
durante 10 min. Luego, se removié el sobrenadante y se resuspendio6 el pellet con 20
mL del buffer TBFI previamente enfriado. El procedimiento de centrifugacion y
lavado del pellet se repitié dos veces, utilizando igual volumen (20 mL) o un cuarto
del volumen inicial de TBFI. Finalmente, el sedimento resultante se resuspendi6 en
5 mL de TBFII. Las células se fraccionaron en alicuotas de 50 pL, se congelaron

rapidamente en N, y se guardaron a -80 °C.
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5.8 Transformacion de células bacterianas competentes.

Un total de 50 pL de bacterias competentes fueron transformadas con 5 uL del
producto de ligacién o con 50 ng de vector circularizado, segin correspondiera. Luego
de incubar 30 min en hielo, se realizé un shock térmico incubando las bacterias a 42 °C
durante 1 min e inmediatamente incubando en hielo por 3 min. Posteriormente, se
agregaron 800 uL de medio LBy se incubd a 37 °C durante 1 h en agitacién. Finalmente,
se centrifugd a 5000 rpm por 5 min, se volcd el sobrenadante y el sedimento de bacterias
se resuspendié en 50 pL de medio LB y sembrado en medio LB agar, en presencia del
antibiético apropiado. Se sembr6 la totalidad del volumen de bacterias cuando se
transformé con un producto de ligacién y una dilucién 1/10 cuando se transformé con
un vector no digerido. Para los vectores pGEM-T Easy y pRSET-A, se utilizé ampicilina

como agente de seleccion.

5.9 Manipulacion y analisis de acidos nucleicos.

5.9.1 Extraccion de ADN genomico de T. cruziy L. tarentolae

Un cultivo de 3-4 mL de epimastigotes de T. cruzi (cepa CL Brener y Dm28c) o
promastigotes de L. tarentolae, en fase logaritmica tardia, fueron centrifugados a
3000 rpm durante 10 min y lavado dos veces con PBS 1X frio. Los parasitos se
resuspendieron en 200 pL de PBS 1X y se les extrajo el ADN gendmico utilizando el
kit comercial High Pure PCR Template Preparation (Diagnostics Corp., Indiana,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron rendimientos

tipicos de 20-30 ng/uL y las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién.

5.10 Preparacion de ADN plasmidico.

5.10.1 Aislamiento de ADN plasmidico a pequeifia escala o Miniprep

Parala extraccion de ADN plasmidico en pequena escala, se inocul6 una colonia
aislada en 5mL de medio LB suplementado con el/los antibi6ticos correspondientes,
y se incubd a 37°C ON en agitacién (180 rpm). Al dia siguiente, se cosecharon las
bacterias por centrifugaciéon a 4000 rpm durante 10 min. Posteriormente, los
plasmidos se obtuvieron utilizando el sistema de purificaciéon QIAGEN plasmid

purification (QIAGEN, Heldin, Alemania), de acuerdo con el protocolo suministrado
67



con el mismo. Finalmente, el ADN se resuspendi6 en 20 puL de H,O miliQ estéril y la
cantidad de ADN se cuantific6 por métodos cromatograficos y por gel, como se

describe en el item 2.9. Los rendimientos obtenidos fueron > a 200 ng/pL.
5.10.2 Aislamiento de ADN plasmidico a mediana escala o Midiprep.

En los casos en donde se requirié concentraciones mayores de ADN plasmidico,
se inocularon las colonias en 50 mL de medio LB que contenia los antibiéticos
correspondientes y el cultivo permanecié en agitaciéon (180 rpm) ON a 37 °C. Las
bacterias se cosecharon al dia siguiente por centrifugaciéon a 4000 rpm durante 10
min y la extraccién del ADN plasmidico se realizé utilizando el kit Wizard® Plus

Midipreps DNA Purification System (Promega). Se obtuvo un rendimiento > 400

ng/uL.

5.11 Reacciones en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR para amplificar los ORFs D1, D3, D4, D5y D6 se realizaron
a partir de 10-25ng de ADN genémico de T. cruzi, cepa CL Brener utilizando la
enzima EasyTaq ADN polimerasa. Por su parte, los ORFs D5-CIT y D5-SEC se
amplificaron a partir de ADN gendémico de T. cruzi, cepa Dm28, empleando la
enzima Q5® High-Fidelity ADN polimerasa. En todos los casos, la reaccion se llevo a
cabo en un volumen total de 50 uL de acuerdo con el protocolo para EasyTaq y Q5°
High-Fidelity polimerasas, respectivamente. Cada reacciéon constaba de los

componentes enumerados en la Tabla 6.

Componente Concer'lt‘racién Conce}m'acién
Inicial Final
DNTPs 10 mM de cada uno 200 uM
Buffer de reaccion 5X 0 10X 1X
Cebador forward 5uM 0.5 uM
Cebador reverse 5uM 0.5 uM
EasyTaq/Q5 High Fidelity ADN Polymerase 5U/uL 1uL
ADN - 10-25ng
H,0 libre de nucleasas - csp para 25 pL

Tabla 6. Mezcla de reaccién para una PCR con ADN gendmico o plasmidico como plantilla.
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Todas las reacciones de PCR se efectuaron en el termociclador T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad, California, EE. UU.). La reaccion se realiz6 segtn las condiciones
enumeradas en la Tabla 7, repitiéndose los pasos 2 a 4 durante 30-40 ciclos. La
temperatura de hibridacion fue determinada para cada par de cebadores
correspondientes. Ademas, cabe aclarar que cada par de cebadores lleva adicionado
en sus extremos 5’y 3’ sitios de cortes especifico para endonucleasas de restriccion,
que permiten su clonado direccional en los vectores de expresién pRSET-A o
pLEXSY-Ible3. Estos sitios junto con las secuencias especificas de cada cebador y las

condiciones de ciclado para cada ORF se enumeran en la Tabla 1y 2 del Apéndice.

Etapa Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacién inicial 95°C 3 min
2. Desnaturalizaciéon 95°C 30 seg
3. Hibridacién de cebadores 58-65°C 1 min
4. Extensién 72°C 30 seg por cada kb
5. Extension final 72°C 10 min

Tabla 7. Condiciones de termociclado.

5.12 Electroforesis de ADN en gel de agarosa.

Los fragmentos de ADN se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa 1
% en buffer TAE 1X. Cada 40 mL de agarosa se agregd 3 pL de bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich) 10 mg/mL. Previo ala siembra, las muestras se mezclaron con buffer
de carga de acidos nucleicos 6X y se sembraron junto a estandares de PM de ADN.
La corrida electroforética se realiz6 a voltaje constante (100-120 V) en una cuba
horizontal (SubCell®GT agarose gel electrophoresis system, Bio-Rad) cubierta con buffer
TAE 1X. Para los geles analiticos se utilizaron 10 pL de la muestra, mientras que para
los geles preparativos se utilizaron 60 pL. El ADN se visualizé en un transiluminador
de emisién UV a 302 nm (Syngene). Las imagenes de los geles se guardaron en

formato digital.
5.13 Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Los productos de amplificaciéon por PCR y de reacciones de digestiéon enzimatica

se purificaron a partir de geles de agarosa. Para ello, se realiz6 una electroforesis de
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ADN, tal como se describe en la seccién 5.12, y la banda del tamafio esperado se
escindid del gel utilizando un bisturi, observandose bajo luz UV. Posteriormente, la
purificaciéon se llevé a cabo utilizando el kit “Wizard® SV Gel Clean-Up System”

(Promega, Madison, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.14 Digestion de ADN.

La digestion de fragmentos de ADN se realizé de forma analitica y preparativa.
El gel analitico se us6 para comprobar el patréon plasmidico correcto después de la
digestion del ADN, y el gel preparativo se us6 para aislar el fragmento de ADN

deseado después de la digestion del vector o del producto de PCR.

Una digestion preparativa contenia los reactivos que se enumeran en la Tabla

Componente En 50 pL
ADN 1pg
Enzima de restriccién 10U
Buffer de digestién 5uL
H,0 miliQ csp 50 uL

Tabla 8. Composicién de una digestion de restriccion para plasmido de ADN o producto de PCR.

Después de una incubacién durante 1 h a 37 °C, la digestién del ADN se detuvo
por inactivacién de la enzima a 65 °C durante 20 min, se mezclé con volumen
adecuado de buffer de carga de acidos nucleicos 6X y se corri6 en un gel de agarosa
(ver seccion 5.12 Electroforesis de ADN en gel de agarosa). La banda de interés se

escindid y se purifico del gel, segtin item detallado a continuacion.

Nota: La enzima Swal tiene un tiempo de incubacion para la digestion eficiente

de 24 h a 25°C en buffer NEB 3.1. El resto de las enzimas de restriccién empleadas en

la presente Tesis fueron incubadas en el buffer CutSmart.
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5.15 Cuantificacion de los acidos nucleicos y plasmidos.

Para conocer la concentracién de ADN nucleico o plasmido en solucién, se
midi6 absorbancia a 260 utilizando el equipo Nanodrop1000 (Thermo Scientific,
Rockford, IL, EE. UU), y se calcul6 su pureza por la determinacién de la proporcion
DO a 260 nm/280 nm y DO a 230 nm/280 nm. Paralelamente, también se realizé la
cuantificacion por gel, corriendo alicuotas electroforéticamente en geles de agarosa

y comparando la intensidad de banda con los estandares de PM de ADN.

5.16 Reaccion de ligacion.

La reaccién de ligacidn se realiz6 con tres relaciones molares diferentes de
inserto a vector. Las proporciones fueron: inserto a vector 3:1y 6:1, utilizando 50 ng
de vector. La cantidad necesaria de inserto de ADN en relacién a la cantidad de
vector se calcul6 de acuerdo con la Ecuacién 1. El volumen de reaccién fue de 10 uL
en un tubo de PCR, que contenia el ADN, 5 pL de buffer de ligacion 2X, 1 pL de ligasa
T4 y H20 miliQ estéril hasta un volumen total de 10 pL.

Myector [ng] . lvector [pb] -fe
linserto [pb]

Minserto [ng] =

Ecuacion 1. Calculo de la cantidad de ADN de inserto necesaria (Minserto). Myector, Masa de vector;
lvector, €l largo del vector en pb; Fe, determinado por la relacién de vector:inserto, factor de exceso

inserto/vector; linserto, largo del ADN inserto en pb.

5.17 Clonado de los ORFs

Se utilizaron ORFs amplificados por PCRy purificados de geles de agarosa. Para
el caso de los fragmentos clonados en el vector pGEM®-T Easy, se utiliz6 la enzima
ADN polimerasa EasyTaq ya que afiade un residuo de adenina a los extremos 5' de
todos los productos de PCR. En todos los casos, se verifico la identidad de los ORFs

en cada plasmido por secuenciacion (Macrogen, Corea del Sur).

» Clonado a pGEMP®-T Easy: Se empleo este plasmido para el clonado directo de
los ORFs: D1, D3, D4, D5 y D6, amplificados por PCR. Se utilizaron los reactivos
del kit pGEM®-T Easy (Promega, Madison, EE. UU.). Se transformaron bacterias

competentes quimicas DH5a (ver secciéon 5.8 Transformacion de células
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bacterianas competentes) con los 10 pL totales de reaccién de ligacién y se
plaquearon en LB-Agar/Ampicilina/IPTG/X-Gal. Para confirmar que las colonias
obtenidas contenian el vector pGEM-T con los insertos, se seleccionaron las de
color blanco (de acuerdo con lo establecido por el mecanismo de a-
complementacion), y se sub-cultivaron en tubos falcon con 5 mL de medio LB
adicionado con ampicilina (100 ug/mL) a 37 °C. Como control, se picé una
colonia azul (o de un plasmido sin inserto). De los cultivos, se realizé extraccion
de ADN plasmidico (ver seccién 5.10.1. Aislamiento de ADN plasmidico a
pequeiia escala o Miniprep) y de éste, 3-5 uL se sembraron en un gel de agarosa.
En los casos en los que el tamafio de ADN plasmidico de las muestras de posibles
recombinantes fuera mayor al del control sin inserto, 5 uL. de la extracciéon
fueron utilizados como templados para una doble digestion enzimatica con las
enzimas especificas de cada ORF y a una PCR con cada par de cebadores
especificos, a fin de confirmar su positividad. Los 10 uL restantes fueron

enviados a secuenciacion para corroborar su identidad.

Clonado a pLEXSY-Ible3: Se empled este plasmido para la expresion eucariota
de los ORFs: D5-CIT y D5-SEC. Los cebadores forward y reverse contenian sitios
especificos de restriccion para insertar estos fragmentos en el plasmido
pLEXSY-Ible3 (ver Tabla 2, Apéndice). Por lo tanto, para la obtencién de los
constructos, tanto el plasmido como los productos de PCR de cada fragmento,
fueron digeridos con las correspondientes enzimas de restriccion, y los
fragmentos se resolvieron por electroforesis de agarosa, purificindose las
bandas correspondientes a cada inserto y al pldsmido linealizado. Para la
ligacion, se utiliz6 una relacion molar inserto: vector de 6:1, y se siguio el
protocolo explicado en la seccion 5.16 (Reaccion de ligacion). Se transformaron
bacterias competentes quimicas DH5a (ver seccién 5.8 Transformacion de
células bacterianas competentes) con los 10 pL totales de reaccion de ligacion
y se plaquearon en LB-Agar/Ampicilina. La identificaciéon y confirmacion de
colonias positivas se llevo a cabo siguiendo un procedimiento similar al descrito
anteriormente, aunque en esta ocasion se seleccionaron colonias al azar debido

ala ausencia del mecanismo de a-complementacion en este plasmido.
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5.18 Sub-clonado de ORFs.
» Subclonado a pRSET-A: Los ORFs clonados en el plasmido pGEM-T fueron

transferidos al plasmido de expresion procariota pRSET-A. Para ello, tanto las
construcciones pGEM-T-D1, pGEM-T-D3, pGEM-T-D4, pGEM-T-D5 y pGEM-T-
D6, como el vector pRSET-A vacio fueron digeridos utilizando las enzimas de
restriccion elegidas para el clonado (ver Tabla 1, Apéndice). Luego de la
purificacién de cada inserto, éstos se ligaron en reacciones independientes al
vector linealizado pRSET-A. En todos los casos, se utilizo para la ligacion una
relacién molar 3:1y se siguid el protocolo explicado en el item 6.8 (Reaccion de
ligacién). Se transformaron bacterias competentes quimicas BL21 Rosetta (DE3)
pLysS (ver seccion 5.8 Transformacion de células bacterianas competentes)
con los 10 pL totales de reaccion de ligacion y se plaquearon en LB-
Agar/Ampicilina/Cloranfenicol. El rastreo de las colonias positivas se realiz6 por

digestion con las enzimas de restriccion especificadas para cada ORF.

Vectores generados para expresién en E. coli BL21.

- PRSET-A-D1 (N-6xHis tag).
- pPRSET-A-D3 (N-6xHis tag).
- PRSET-A-D4 (N-6xHis tag).
- pRSET-A-D5 (N-6xHis tag).
- pRSET-A-D6 (N-6xHis tag).

Vectores generados para expresion en L. tarentolae.

- pLEXSY-Ible3-D5 (C-6xHis tag).

5.19 Generacion de cepas de L. tarentolae recombinantes.

5.19.1.1Preparacion de los plasmidos transfectantes.

Midi-preparaciones de los constructos pLEXSY-Ible3-D5/CIT y pLEXSY-Ible3-
D5/CIT se digirieron con la enzima de restriccién Swal para obtener el vector lineal
(ver seccién 5.14 Digestion de ADN). Como control de efectividad del corte, las
digestiones se corrieron en un gel de agarosa y se realizé una purificacién mediante

el kit Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega) (ver seccion
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5.10.2. Aislamiento de ADN plasmidico a mediana escala o Midiprep) y se

concentré mediante evaporador de vacio o Speedvac.
5.19.2 Transfeccion y seleccion de parasitos.

El dia previo a la transfeccidn, cultivos de L. tarentolae en fase logaritmica de
crecimiento se diluyeron 1:10. Luego, se tomaron 10 mL de cultivo por cada
plasmido a transfectar, se colectaron por centrifugacion a 2000 rpm durante 3 min
y se resuspendieron en 350 pL de medio BHI base. Para cada transfeccion, la
suspension parasitaria se incub6 10 min en hielo con el agregado de 10 ug de ADN
plasmidico (tal como se describi6 en el parrafo anterior (seccién 5.19.1.1), en un
volumen maximo de 40 uL. Estas mezclas se transfirieron a cubetas de
electroporaciéon de 0,2 cm de ancho y se les aplicé un pulso de 450 V y 450 pF,
utilizando el equipo Gene Pulser II (Bio-Rad, California, EE. UU.). Se removieron las
cubetas del equipo, se las incubé en hielo durante 10 min y la muestra se transfirid
a botellas de cultivos conteniendo 7 mL de medio BHI-completo. Se incluyeron
controles transfectando parasitos con 40 uL de H,O miliQ estéril, sin plasmido
recombinante. Los parasitos se incubaron por 20 h a 28 °C y, transcurrido ese

tiempo, se le agrego el antibiotico de seleccion, Bleomicina.

A partir del agregado del antibiotico de seleccidn, se realizaron diluciones 1:10
de los cultivos en medio fresco, hasta observar ausencia de crecimiento en el control

de transfeccién. Los cultivos se mantuvieron en oscuridad a 28 °C sin agitacion.

5.20 Expresion de proteinas recombinantes en bacterias.

5.20.1 Prueba piloto de expresion.

Para cada proteina se realizé una prueba piloto de expresion a fin de determinar
el tiempo optimo de induccién. Para ello, se inoculé 5 mL de medio liquido LB-
Ampicilina/Cloranfenicol con una colonia de E. coli cepa BL21 transformada con el
plasmido de expresién. Se crecid el cultivo ON a 37 °C con agitacién y luego, se
utilizaron 500pL para inocular 5mlL de medio LB-Ampicilina/Cloranfenicol
(diluciéon 1/10). Cuando el cultivo alcanzd una DO a 600 nm de 0,4-0,6 se retir una

alicuota de 1 mL, que representd el tiempo cero de induccion. Se indujo la expresion
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de las proteinas con IPTG 1 mM y se tom6 1 mL de alicuota a distintos intervalos de
tiempo (1, 2, 4 y 16 h) y se midi6 su DO a 600 nm en espectrofotdmetro de cubetas
Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, EE. UU.). Las alicuotas se centrifugaron a
5000 rpm por 5 min a 4 °C y se lis6 el sedimento bacteriano en 50 uL de buffer de
siembra de proteinas 1X. A fin de normalizar el nimero de bacterias que expresan
la proteina recombinante y sembrar en cada calle la misma cantidad, se utilizo la
siguiente formula:

0 = uL a sembrar por calle

Para el analisis, las muestras se hirvieron durante 5 min y se sembraron en un

gel SDS-PAGE 10-12%.

5.21 Obtencion de proteinas recombinantes.

Una vez determinado el tiempo de inducciéon 6ptimo para cada proteina, se
procedié a inocular 40 mL de medio LB-Ampicilina/Cloranfenicol con una colonia
transformada conteniendo el plasmido de expresion. Este cultivo se incubé ON a 37
°C. Posteriormente, se empled este cultivo para inocular 400 mL de LB-
Ampicilina/Cloranfenicol, diluyendo 1/10, y se incub¢ a 37 °C hasta alcanzar una DO
a 600 nm de 0,4-0,6. En términos generales, la expresion de las proteinas se indujo
con IPTG 1 mM durante 4 h a 37 °C. Sin embargo, para la proteina D3-6xHis, la
induccion se realizé a igual concentracion de IPTG, pero durante 16 h a 21 °C. En
todos los casos, las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 4000 rpm a 4 °C en
una centrifuga Sorvall RC-5C PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.). El sedimento resultante fue procesado inmediatamente o, caso contrario,

se reservo a -80 °C hasta su utilizacion.

5.22 Lisis bacteriana en condiciones desnaturalizantes.

El sedimento anterior se incubé en hielo durante 30 min y se resuspendié en 2-
5 mL de solucién I por cada g de peso humedo. Posteriormente, se agregé lisozima

en una concentracién final de 1 mg/mL y se mantuvo en hielo por 30 min mas.
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Pasado ese tiempo, la muestra se sometid a sonicacién 5 veces a una potencia de 200-
300W durante 10 seg, intercalando con 10 seg de incubacion en hielo. Luego, se
centrifugd por a 10.000 rpm por 10 min a TA y se reservd el sobrenadante para
continuar con el protocolo de purificacién (ver seccién 5.23 Purificacion de

proteinas de fusion a un tag de histidinas por resinas de agarosa Ni-NTA).

5.23 Purificacion de proteinas de fusion a un tag de histidinas por
resinas de agarosa Ni-NTA.

La purificacion se realizéo mediante una cromatografia de afinidad de niquel en
un sistema de incubacién en batch en condiciones desnaturalizantes y elusion de
flujo por gravedad. Para ello, se afiadi6 1 mL de resina de agarosa 50% Ni-NTA por
cada 4 mL de sobrenadante obtenido (ver seccién 5.22) y se incub6 durante 60 min
a 200 rpm en el agitador rotativo PTR-35 (Grant-Bio). Transcurrido ese tiempo, la
mezcla anterior se transfirié a una columna de cromatografia Poly-Prep® (Bio-Rad,
California, EE. UU.). Se descarto el sobrenadante y se lavé la resina 2 veces con 3 mL
de la solucién II. Finalmente, se procedi6 a la elucion de la proteina recombinante
unida a la resina, a través de su tag de histidinas, empleando un esquema de dos
pasos: 4 eluciones iniciales con 500 pL de solucién ITI seguido por 4 eluciones finales
con 500pL de solucién IV. Cada eluido se alicuot6 en fracciones de 10 pL y se

conservd a -80 °C. Una fraccién de ellos (20%) se sometio a liofilizacion.

5.24 Analisis de proteinas.

5.24.1 Cuantificacion de proteinas.

Se utilizé el protocolo original descripto por Bradford (Bradford, 1976). En
placas de 96 pocillos se incub6 10 pL/pocillo de una dilucién 1/5, 1/10 y 1/20 de cada
muestra (segiin corresponda) y se agreg6 200 pL/pocillo del reactivo de Bradford
(Bio-Rad). Se realizé un duplicado de cada muestra y se midié absorbancia a 595 nm
en un lector de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, EE. UU). Para la
construccion de una curva de calibracién se utilizé como estdndar a la proteina BSA
(del inglés, bovine serum albumin) (0,01-1 mg/mL), y sobre la base de la misma se

determind la concentracion proteica de las muestras.
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5.24.2 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las proteinas se resolvieron por medio de la técnica de electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS),
empleando cubas verticales Mini-PROTEAN (Bio-Rad, California, EE. UU.)
(Laemmli, 1970). Los geles se polimerizaron sobre placas de vidrio de 7,3 x 10,1 cm
y 8,3 x 10,1 cm, con separadores de 1,5 mm. Las muestras para analizar se
prepararon con el volumen correspondiente de buffer de siembra 5X y se hirvieron
por 5 min. Se utilizaron geles de “stacking” de 3% poliacrilamida, y diferentes geles
separadores (o de resolucién) de 8, 10 o 12% de poliacrilamida, segtn los pesos
moleculares de las proteinas a separar. En todos los casos, se utilizé una solucion

madre conteniendo acrilamida 29,2% (p/v) y bis-acrilamida 0,8% ((p/v)).

Las corridas electroforéticas se desarrollaron a TA, aplicando un voltaje
constante de 90 V durante aproximadamente 30 min, hasta que las proteinas
atravesaron el gel de “stacking”; a continuacidn, se utilizé un voltaje constante de 120
V hasta que el frente de corrida -indicado por el azul de bromofenol- se localizara a

aproximadamente 1 cm del extremo inferior del gel separador.

Los estandares de peso molecular de proteinas utilizados cubren los rangos de

10 a 315 KDa.

5.25 Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida.

5.25.1 Tincion con reactivo de Coomassie Blue.

El gel de poliacrilamida se sumergié en la solucion de tincién de Coomassie blue
ON con agitacion suave. Se destifié utilizando H,Od hasta la visualizacién de las

bandas.

5.25.2 Tincion con reactivo de Coomassie Blue compatible con
espectrometria de masas.

En los casos donde se analizaron las bandas proteicas para su identificacién por
espectrometria de masas (LC-MS/MS), se realizé una tincién con Coomassie blue

coloidal. Para ello, se fijaron las proteinas dejando el gel en solucién fijadora 30%
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etanol, 2 % acido fosférico ON, se lo lavé 3 veces por 30 min con H,Od y se agregd la
solucion de tincién 18 % metanol, 17 % (NH,).SO,4 en agitacion por 30 min. Luego,
se agregd 0.5% (p/v) de Coomassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich) a la solucion de
tincion con agitacion durante dos dias. Se lavd el gel con H,Od y se cortaron las
bandas de interés con un escalpelo limpio. Estas bandas fueron analizadas con LC-

MS/MS en FingerPrints Proteomic Facility, Universidad de Dundee, Escocia.
5.26 Western-Blot (WB).

Las muestras para analizar por WB fueron resueltas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes, como se indica en la seccién 5.24.2, y transferidas a membranas
de nitrocelulosa (Hybond-C®, Amersham) durante 1 h a 250 mA constantes en buffer
de transferencia, de acuerdo con la técnica descripta por Towbin y col. (Towbin,
Staehelin y Gordon, 1979). Luego las membranas se sumergieron en solucion de
Rojo Ponceau S durante 5 min a TA. Las bandas correspondientes a las proteinas
transferidas a la membrana se visualizaron por destefiidos sucesivos con H,Od.
Seguidamente, se procedi6 a bloquear los sitios de union inespecificos por
incubacion con una solucion de bloqueo (5% (p/v) de leche en polvo en buffer TBS
TW). Las membranas bloqueadas se incubaron con el Ac primario correspondiente
diluido en solucién de bloqueo BSA-TBS por 1 ha TA o0 a4 °C ON en agitacién. Al otro
dia, las membranas se lavaron 3 veces con buffer TBS TW y se incubaron con el Ac
secundario correspondiente conjugado a HRP disuelto en solucién de bloqueo BSA-
TBS, durante 1 h a TA y en agitacion. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 10
min cada uno, 3 veces con TBS TW, y una udltima vez con TBS 1X. Las bandas
inmunorreactivas se detectaron por quimioluminiscencia sustrato ECL o bien
incubadas con una solucién de dextran sulfato durante 5 min en agitacién para ser
reveladas con TMB (sustrato de la enzima HRP), en presencia de perdxido de

hidrégeno (H,0,). La reaccién se detuvo con H,Od.

5.27 Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Tripomastigotes, epimastigotes y amastigotes axénicos de T. cruzi (cepa Dm28c)
y promastigotes de L. tarentolae recombinantes fueron recolectados, lavados 3 veces

con PBS 1X, adheridos a portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich)
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y fijados durante 30 min con PFA-PBS. A continuacidn, los parasitos fijados se
permeabilizaron o no con PBS-Tritén durante 2 min, se bloquearon con BSA-PBS
durante 30 min, y luego se incubaron toda la noche con los Acs chim mé6B6, anti-
TcCypl9 y Anti-His 6X. Después de 4 lavados con PBS 1X, los portaobjetos se
incubaron durante 1 h con Acs secundarios anti-IgG de conejo (H+L) conjugado a
Alexa Fluor 488 o anti-IgG de raton conjugado a Cy3, ambos diluidos en 1:500 en
BSA-PBS. Los portaobjetos se lavaron 4 veces con PBS 1X y se montaron con
VectaShield (Vector Laboratories Inc., CA, EE. UU.) que contenia 300 ng/mL de DAPI
para la tincion de acidos nucleicos y se sellaron con esmalte. Las imagenes se
adquirieron en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 880 acoplado a un médulo

AiryScan con objetivo de 63x.
5.28 Analisis de imagenes.

Todo procedimiento que haya implicado el andlisis de iméagenes se llevé cabo

mediante el software utilizando el software Image]-Fiji (National Institutes of

Health—NIH, Bethesda, MD, USA; https://imagej.nih.gov/ij/).

5.29 Poblacion de estudio.

5.29.1 Dimensionamiento muestral.

El nimero de muestras a ensayar se dimensioné utilizando el software R
version 4.3.1 (Team, 2021), asumiendo una sensibilidad del 99% y una especificidad

del 99% y adoptando un error absoluto del 2% y nivel de confianza del 95%.
5.30 Obtencion de paneles serologicos.

Las muestras de plasmas de individuos T. cruzi-positivos de nacionalidad
argentina (n = 191), boliviana (n = 53) y paraguaya (n = 14) fueron obtenidas por el
personal médico del Servicio de Cardiologia del Hospital General de Agudos “Dr.
Ramos Mejia”, el Instituto Nacional de Parasitologia (INP-ANLIS) “Dr. Mario Fatala
Chabén” y el Hospital General de Agudos “Dr. Ignacio Pirovano”, tal como se
detallada en la seccion 5.1 Reclutamiento de pacientes y obtencion de muestra.

Los plasmas de pacientes T. cruzi-positivos oriundos de México (n = 25), El Salvador
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(n=38), EE. UU (n = 6) fueron obtenidos gracias a la colaboracion con el Dr. Fernan
Agtliero del Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica (IIB - Universidad de San
Martin), mientras que las muestras de pacientes colombianos fueron obtenidas a
través de la colaboracion con el Dr. Omar Triana de la Universidad de Antioquia.
Finalmente, el ensayo de ELISA indirecto con las proteinas rTcD3 y rTcD6,
empleando plasmas de individuos T. cruzi-positivos de regiones endémicas y no
endémicas de Brasil (n = 450) fue realizado en Laboratério Avancado de Satde
Publica (LASP) - (Instituto Goncalo Moniz (Fiocruz-BA), bajo la direccién del Fr.
Fred Luciano Neves Santos, en el marco de una beca UNU-BIOLAC. En todos los

casos, se utilizaron muestras de sujetos negativos emparejadas al lugar de origen.

5.31 Ensayo Inmuno-enzimatico indirecto (ELISA indirecto).

5.31.1 Estandarizacion de los componentes del ELISA indirecto.

Los ensayos de ELISA indirecto fueron primariamente estandarizados para
determinar la concentracion éptima de los antigenos rTcD3 y rTcD6, asi como la
mejor dilucion del Ac secundario y de las muestras de plasma, utilizando un enfoque
tablero de ajedrez o “checkerboard titration”. Esta matriz se basa en el cruce de
variables utilizadas para ajustar la prueba, con el objetivo identificar las condiciones
que mejor diferencian las muestras positivas de las negativas. Para ello, microplacas
de poliestireno de 96 pocillos (Nunc-Greiner bio-one, Alemania) fueron
sensibilizadas con 100 pL de buffer carbonato conteniendo diferentes cantidades de
antigenos recombinantes (40, 30, 25, 20, 15y 10 ng por pocillo). Luego de la adicion
de los antigenos, las placas fueron bloqueadas adicionando 100 pL de solucion
bloqueadora WellChampion™ (Ken-Em-Tec, Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca)
en cada pocillo y, después de un periodo de incubacién de 15 min a TA, las
microplacas se vaciaron mediante inversion, y se colocaron en una estufa a 37 °C
durante 90 min para su secado. Al final de este tiempo, las microplacas estaban listas

para su uso.

Para la estandarizacion de las muestras de plasmas, se utilizaron duplicados
de muestras plasmaticas de cuatro individuos negativos y tres positivos para EChc

diluidos a 50, 100, 200 y 400 veces, empleando el buffer PBS 1X. Dos pocillos
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sensibilizados, pero sin adicién de muestra de plasma (denominados blanco),
fueron utilizados como control negativo para analizar la sefial background de los

antigenos.

Posterior al bloqueo, se agregaron a cada pocillo 100 pL de las muestras de
plasmas previamente diluidas. Las placas se sellaron e incubaron en estufa a 37 °C
durante 60 min (Binder 9010, Thermo-Scientific, EE. UU.). Al final de este paso, las
placas se lavaron cinco veces con adicion de 300 uL de buffer PBS-TW para eliminar
el material no adsorbido. Luego se agregaron 100 uL de Ac secundario diluido en

PBS 1X en cada pocillo.

Para la estandarizacién del Ac secundario, éste fue evaluado a diluciones de
1:3.000, 1:6.000, 1:20.000, 1:40.000 y 1:80.000. Las microplacas se sellaron
nuevamente y se incubaron en estufa a 37° C durante 30 min (Binder 9010, Thermo-
Scientific, EE. UU.). Al final de la incubacion, las microplacas se lavaron como se
describi6 anteriormente. Después del segundo ciclo de lavado, se agregaron a cada
pocillo 100 uL de solucién reveladora TMB Plus (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S,
Taastrup, Dinamarca). Después de 15 min y protegido de la luz, se afiadieron 50 pL
de H,S040,5M para detener la reaccion. Luego se leyé la DO a 450 nm, utilizando un

espectrofotémetro de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, EE. UU).

5.32 Expresion y analisis de los resultados.

5.32.1 Determinacion de la condiciéon optima.

Los valores de DO obtenidos de los pocillos denominados “blanco” se restaron
de la DO de las muestras ensayadas. Posteriormente, se calcularon las medianas de
los valores de DO de las muestras positivas y negativas, asi como sus respectivas
desviaciones estandares, utilizando el software R version 4.3.1 (Team, 2021). Los
criterios establecidos para determinar las mejores condiciones se basaron en
relacién sefial/ruido o signal-to-noise ratio (S/N). Esta relacion esta definida como la
mediana de la DO de las muestras positivas / mediana de las DO de las muestras
negativas, ambos analizados en la misma placa. La mejor condicién es aquella que

presenta el valor mas elevado de S/N ratio y en la que la mediana de la DO de las
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muestras positivas sea mayor a 0,900 y la mediana de la DO de las muestras negativas

sean menor a 0,250.

5.32.2 Determinacion del punto de corte (CO).

Los puntos de corte se calcularon individualmente para cada microplaca,
utilizando los mismos 5 controles positivos y negativos en cada una de ellas. Cada
control estd constituido, a su vez, por 5 muestras T. cruzi-positivas y negativas. Los
valores de DO fueron exportados al software R version 4.3.1 y analizados utilizando
la funcién cutpointr del paquete cutpointr (Thiele y Hirschfeld, 2021). De esta
manera, se calcul6 el area bajo la curva ROC (AUC), utilizando un intervalo de
confianza del 95% [IC 95%] para obtener los valores del punto de corte (Greiner,
Pfeiffer y Smith, 2000). Para la interpretacion de los valores de AUC se consideraron
excelentes: 1,00 < AUC > 0,90; bueno: 0,90 < AUC > 0,80; razonable: 0,80 < AUC > 0,70;
pobre: 0,70 < AUC > 0,60 y malo: 0,60 < AUC > 0,50 (Mandrekar, 2010).

5.32.3 Normalizacion de los datos.

Se realizé la normalizacion de los datos para evitar la variabilidad inherente a
cada microplaca. Para ello, se calcul6 el indice de reactividad (IR) para cada
muestra, como se describe a continuacién:

DO de la muestra
Valor de CO

indice de reactividad (IR) =

Se consideraron negativas todas las muestras con un RI menor a 1,00 y positivas
todas aquellas con un RI igual o mayor a 1,00 (Apéndice- Resultados). Las muestras
que obtuvieron RI=1,0 + 10% fueron consideradas en la zona gris (zona inconclusa).
Para evitar errores sistematicos, se establecié como criterio de repeticién que todas
las muestras con un RI entre 0,90 y 1,20, independientemente del estado serologico,
fueran reevaluadas. Después de obtener los valores de RI para cada muestra, los

resultados se representaron en graficos utilizando R software version 4.3.1.
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5.32.4 Evaluacion de parametros de desempefio.

La evaluacion del potencial diagnostico de rTcD3 y rTcD6 se realizo utilizando
parametros que describen el desempefio del ensayo, como la sensibilidad,
especificidad, precision, indice de Younden (J), razones de verosimilitud e indice de
Kappa de Cohen, junto con sus intervalos de confianza (Ouchchane et al., 2009). Para
ello, se utilizaron tablas de doble entrada (tablas 2 x 2) relacionando los resultados
obtenidos mediante el uso de las proteinas recombinantes con los obtenidos

mediante el método gold standard previamente definido (Figura 13).

ENFERMEDAD
Presente Ausente
Positiva vp FP \LP + FP| vPp
PREDICCION =
Negativa FN VN F\N + VN| VPN
>l
N\’ B+D

Figura 13. Combinaciéon binaria entre los resultados probables obtenidos en una
determinada prueba y el diagnéstico real de la enfermedad. FN, falso negativo; FP, falso
positivo; VN, verdadero negativo; VP, verdadero positivo; VPP, valor predictivo positivo; VPN,
valor predictivo negativo.

A partir de esta tabla, es posible derivar ciertos conceptos y determinar

parametros de rendimiento, tales como:

a) Verdaderos Positivos (VP): son muestras que tienen un resultado positivo dentro

del grupo muestral previamente diagnosticadas como positivas para la EChc.

b) Verdaderos Negativos (VN): son muestras que tienen resultado negativo dentro

del grupo muestral previamente diagnosticado como negativo para la EChc.

c) Falsos Positivos (FP): son muestras que tienen un resultado positivo dentro del

grupo muestral previamente diagnosticadas como negativas para la EChc.

d) Falsos Negativos (FN): son muestras que tienen un resultado negativo dentro del

grupo muestral previamente diagnosticado como positivo para la EChc.
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Por consiguiente, la sensibilidad (SEN) se establece como la probabilidad de que
el resultado de la prueba sea positivo en muestras serolégicamente positivas para la
EChc, reflejando la cantidad total de predicciones correctas en relaciéon con la
cantidad real de muestras positivas. Evidentemente, cuanto mas cerca esté la
sensibilidad de 1 (o 100%), mejor serd el rendimiento de la prueba. Esta
probabilidad se define entre individuos enfermos y se estima segun la siguiente

formula:

VP

SEN = VBT FN

La especificidad (ESP) se define como la probabilidad de que un resultado sea
negativo en la prueba entre las muestras serolégicamente negativas para la EChc.
Por lo tanto, esta propiedad expresa la cantidad total de pruebas correctamente
negativas sobre el total de muestras negativas para la enfermedad. De manera
similar a la sensibilidad, cuanto mas cercana a 1 (o 100%) esté la especificidad,
mejor sera el rendimiento de la prueba. Esta probabilidad se define entre individuos
no infectados y se estima segun la férmula a continuacién:

VN

ESP = UNTFP

Los valores de los intervalos de confianza al 95% [IC 95%)] para la sensibilidad y

especificidad se calcularon utilizando las férmulas que se presentan a continuacion:

[IC 95%] = +1,96 X /W y [IC 95%] = +1,96 X /ESPX(;I—ESP)

Donde:
NE: Numero de individuos con EChc.

NI: Numero de individuos no infectados.

La precision diagnéstica (ACC) es un parametro que se refiere a los resultados
correctamente clasificados (VP y VN) dentro del conjunto de muestras evaluadas, es
decir, representa la proporcion de diagndsticos correctos. Su valor oscila entre 0 y
1, siendo 1 (0 100%) la ausencia de resultados falsos positivos y falsos negativos. Se

calcula segtin la siguiente formula:
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VP +VN

ACC = S T UNTFN £ FP

Elindice de Youden (J) (Youden, 1950; Schisterman et al., 2005) se emple6 como
un parametro para evaluar la precision de una prueba diagnostica. Su rango va de -
1 a1, indicando que los valores cercanos a 1 representan la ausencia de resultados
falsos negativos y falsos positivos (una prueba perfecta). El calculo de este indice se

realiz6 de la siguiente manera:

J= SEN+ESP—-1

Los indices de verosimilitud (RV) se definen como cuantas veces mas o cuantas
veces menos probable es que se identifique un determinado resultado de una
prueba en individuos enfermos en comparacién con los individuos que no padecen
la EChc. En otras palabras, una "razén de probabilidad" es la probabilidad de que
una persona con la enfermedad presente un resultado determinado en la prueba,
dividida por la probabilidad de que un individuo sin la enfermedad muestre ese
mismo resultado. Estos parametros tienen la caracteristica de reunir los valores de
SEN y ESP en un tnico estimador, constituyendo una medida global del poder de
discriminacién de una prueba diagnoéstica. Por lo tanto, una nueva prueba
diagndstica sera inttil si RV = 1 al no discriminar entre positivos y negativos. La
prueba es mejor, mas util y discrimina mas cuando los valores de RV difieren de 1.
Segun la Tabla 9, los valores de RV superiores a 1 indican una mayor probabilidad
de que la enfermedad esté presente; Los valores inferiores a 1 indican que la nueva

prueba no afiade valor diagndstico.

RV positivo RV negativo Utilidad
Altamente
>10 <0,1
relevante
5-10 0,1-0,2 Buena
2-5 0,5-0,2 Regular
<2 >0,5 Mala

Tabla 9. Rangos de valores de razones de verosimilitud y su impacto en utilidad clinica.
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Los examenes diagnésticos dicotoémicos ofrecen dos coeficientes de
probabilidad: el RV positivo (RV+) indica el aumento en la probabilidad de un
resultado positivo en muestras positivas (sensibilidad), en comparacién con
muestras negativas (complemento de especificidad). E1 RV negativo (RV-) muestra
el incremento en la probabilidad de un resultado negativo en muestras positivas
(complemento de sensibilidad), en contraste con muestras negativas

(especificidad). Estos parametros se calcularon de la siguiente manera:

SEN 1- SEN
RV—=

1-ESP y ESP

RV +=

Por ultimo, se calculé el Diagnostic Odds Ratio (DOR) que es una métrica
integral de la precision diagnéstica empleada para evaluar en términos generales la
capacidad discriminativa de los procedimientos de diagnodstico. El DOR de una
prueba representa la relacion entre las probabilidades de obtener un resultado
positivo en individuos con la enfermedad en comparacion con las probabilidades
en individuos sin la enfermedad (Glas et al., 2003). Sus valores oscilan entre 0 e oo,
Cuanto mas alto sea su valor, mayor poder discriminativo presenta la prueba. Su
calculo se realiza utilizando la férmula:

DOR =
&Py y

TN

FN FP TN

[1C 95%] = kA[M(DOR)ilﬁ6JG%)+(1)+-(1)+(1)
5.32.5 Calculo del indice Kappa

La concordancia entre el rTcD3/rTcD6-ELISA y las pruebas de referencia se
determiné utilizando el analisis del coeficiente Kappa (k) de Cohen. Este coeficiente
tiene un valor maximo de 1,00, que indica un acuerdo total entre las evaluaciones, y
un valor minimo de cero, que sefiala la ausencia de acuerdo entre las evaluaciones.
La interpretacién del indice x es la siguiente: x = 1,0 (acuerdo perfecto), 0,99 < k <
0,81 (acuerdo casi perfecto), 0,80 < k < 0,61 (acuerdo sustancial), 0,60 < x > 0,41
(acuerdo moderado), 0,40 < x > 0,21 (acuerdo justo), 0,20 < x > 0 (ausencia de
acuerdo), x = 0 (acuerdo débil). Los valores del indice k y sus respectivos intervalos

de confianza del 95% (IC95%) se calcularon como se describe a continuacién:
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__ Po—Pe oLl — Po (1-Po)
K=—""fr Y [IC 95%] = k + 1,96 % /—n APe)(1-ro)
Donde:

Po: Probabilidad observada.

Pe: Probabilidad esperada.

5.32.6 Analisis en serie y paralelo

Para evaluar mejor el rendimiento diagnéstico de las proteinas rTcD3 y rTcD6,
se emplearon multiples estrategias de pruebas (enfoques en serie y en paralelo),
considerando las caracteristicas de las pruebas individuales. Es posible organizar
multiples pruebas simultdneamente (pruebas en paralelo), donde un resultado
positivo en cualquiera de las pruebas es indicativo de la enfermedad, o realizarlas
secuencialmente (pruebas en serie), solicitando nuevas pruebas basadas en los
resultados de las pruebas anteriores. En este caso, todos los resultados deben ser
positivos para establecer un diagndstico de enfermedad (Cebul, Hershey y Williams,

1982). Para este andlisis se emple6 la herramienta on-line EpiTools

(https://epitools.ausvet.com.au/) (Sergeant, 2018).

5.33 Evaluacion del potencial diagnostico de rTcD3 y rTcD6.

5.33.1 Estudio de Fase 1.

El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de los antigenos rTcD3y
rTcD6 para discriminar muestras serolégicamente positivas para EChc de las
negativas. Para ello, se utiliz6 un panel serolégico caracterizado que incluia 333
muestras T. cruzi-positivas y 141 muestras T. cruzi-negativas. Las reacciones de
ELISA indirecto se realizaron como se describi6 en la seccién 5.31 Ensayo Inmuno-
enzimatico indirecto (ELISA indirecto) anteriormente. Para cada uno de los
antigenos se determinaron las medianas de los IR, asi como los pardmetros de

desempeno.

5.33.2 Estudio de Fase II.

En la Fase II del estudio, se evalud la capacidad diagndstica de estos antigenos

ampliando el panel serologico: 405 muestras positivas para la EChc y 536 muestras
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de sujetos no infectados. Estas muestras se agruparon segin sus regiones
geograficas de origen. Nuevamente, las reacciones de ELISA indirecto se realizaron
como se describid en la seccién 5.31 Ensayo Inmuno-enzimatico indirecto (ELISA
indirecto) y se determinaron las medianas de los IR, asi como los pardmetros de

desempefio para cada antigeno.

5.33.3 Reacciones cruzadas.

Se llevo a cabo el estudio para evaluar posibles reacciones cruzadas de los
antigenos rTcD3 y rTcD6 empleando plasmas de individuos positivos para las
siguientes infecto-parasitarias: dengue, esquistosomiasis, estrongiloidiasis,
filariasis, hepatitis B, hepatitis C, VIH, HTLV, leishmaniasis cutanea, leishmaniasis
visceral, leptospirosis, lepra, rubéola, sarampidn, sifilis, toxoplasmosis y COVID-19;
pero negativo para enfermedad de Chagas. Las reacciones de ELISA se realizaron
segun lo descripto en la seccién 5.31 Ensayo Inmuno-enzimatico indirecto (ELISA
indirecto), determinandose la mediana del IR para cada antigeno y los parametros
de desempefio. El estudio de reacciones cruzadas fue realizado en el laboratorio del

Dr. Fred Luciano Neves Santos (Instituto Goncalo Moniz (Fiocruz-BA), Brasil).

5.34 Analisis filogenético y predicciones in-silico.

Para el analisis filogenético de Tc323, se construy¢ la historia evolutiva de la
proteina utilizando el software PhyML (versién 3.0) (Guindon et al., 2010). Para este
andlisis, las secuencias se obtuvieron mediante biisquedas BLASTn dentro de la base
de datos TriTrypDB (Aslett et al., 2009) y NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando
la secuencia de nucleétidos de Tc323 como consulta. La ausencia de secuencias
homodlogas en otras especies de Kinetoplastea se confirmé mediante busquedas
BLASTp, PSI BLAST y tBLASTn, utilizando todos los homdlogos de Tc323 como
entrada. La alineacion de secuencias multiples se realizé con el programa MAFFT
(Katoh et al., 2002), y la visualizacion y edicion de resultados se llevaron a cabo con
el software MEGA [version X, Penn State, Filadelfia, PA, EE. UU.) (Kumar et al.,
2018). Finalmente, los filogramas se obtuvieron mediante el método de Maxima
Verosimilitud, con el modelo General Time Reversible (GTR) segiin Smart Model

Selection (SMS) (Lefort, Longueville y Gascuel, 2017).
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El andlisis de sintenia se realizé utilizando el software de sintenia simple
(www.dveltri.com/simplesynteny/). Se utilizé un fragmento genémico de 38.5 kb
(nucledtidos 426366 a 464886) del genoma de la cepa Y de T. cruzi (GenBank
CMO026649) como referencia. Los marcos de lectura abiertos presentes en esta regién
se utilizaron para identificar regiones de sintenia en las cepas T. cruzi Esmeraldo
like (GenBank NW001849505), Bug2148 (GenBank NMZN01000123), Brazil (GenBank
CM026605), S231 (GenBank 0GCJ01000236) y T. brucei TREU927 (GenBank
NT165288).

Los motivos de la proteina Tc323 se predijeron utilizando la herramienta en
linea InterProScan (Paysan-Lafosse et al., 2023). Se utilizo el servidor RaptorX

(http://raptorx.uchicago.edu) (Killberg et al., 2014) para predecir los modelos

estructurales tridimensionales. La calidad estereométrica de las estructuras de
proteinas generadas se verifico mediante PROCHECK, utilizando el grafico de

Ramachandran (Laskowski et al., 1993).

Se utilizé el servidor web HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein
DOCKing) v.2.2 (van Zundert et al., 2016) para realizar simulaciones de acoplamiento
flexible entre el anticuerpo scFv 6B6 y la proteina Tc323 con pardmetros de

acoplamiento predeterminados (https://wenmr.science.uu.nl). El complejo

acoplado se visualizé utilizando el software PyMOL (https://pymol.org/2/).

Para la prediccion de epitopes de células B se utilizo la secuencia aminoacidica

de Tc323 en la Base de Datos de Inmunoepitopes (IEDB) (http://www.iedb.org).

Por ultimo, para el andlisis de conservacién de Tc323 entre cepas de T. cruzi se
utilizo6 la cepa CL Brener como referencia, empleando el software Unipro UGENE

(Okonechnikov et al., 2012).
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5.35 Caracterizacion estructural del N-glicoma de plasma de
pacientes con EChc por cromatografia de ultra performance
(HILIC-UPLC).

5.35.1 Liberacion y derivatizacion de N-glicanos.

Las muestras de plasma (5 pL) fueron reducidas, alquiladas en oscuridad e
inmovilizadas en buffer de acrilamida segtn lo descripto por Saldova et al., 2013.
Luego, el gel se lavé intercaladamente con 1 mL de MeCN y con NaHCO3 20 mM (pH
7,2), repitiendo este proceso dos veces y descartando el sobrenadante. Al finalizar,
el gel se secd en Speedvac (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Luego,
se afiadieron 4 uL. de PNGasaF (Roche) en 61 uL de una solucién de NaHCO; 20 mM,
y se procedio a incubar ON a 37°C. Los glicanos se extrajeron del gel por lavado con
200 pL de H,0 miliQ por 20 min en sonicador. Este proceso se repitié dos veces,
alternando entre H,O miliQ y MeCN. Los N-glicanos fueron secados ON en Speedvac
y luego se reconstituyeron e incubaron en 4cido férmico 1% (v/v) durante 40 min a
TA, seguido de un nuevo secado en Speedvac. Posteriormente, los N-glicanos se
disolvieron en 10 pL de una solucién de 2-AB (Royle et al., 2008), y se incubaron
durante 3 h a 65 °C. Para eliminar el exceso de 2-AB, se llevd a cabo una
cromatografia en papel Whatman utilizando MeCN. Para recuperar los N-glicanos,
se recort6 la seccién del papel y se lavéd en el interior de una jeringa de 5 mL
conectada a un filtro PTFE (0,45 um). Se llevaron a cabo 4 lavados con 500 uL de H,0

miliQ, obteniendo finalmente 2 mL de solucion que se secaron ON en Speedvac.

5.35.2 Cromatografia liquida de Ultra Performance de Interaccion Hidrofilica
(HILIC-UPLC).

Los N-glicanos obtenidos, como se describe en la secciéon anterior, se
resuspendieron en 30 pL de H,O de calidad HPLC. Se tom¢é una muestra de 6 pL, la
cual se secd y luego se volvid a suspender en 20 pL de una solucion buffer compuesta

por 30% de formiato de amonio 50 mM (pH 4,4) y 70% MeCN.

La separacién de los N-glicanos se llevé a cabo a través de cromatografia liquida
de ultra resolucién con deteccién de fluorescencia (FLR Aex = 330 nm, Aem = 420
nm), utilizando una columna BEH de glicanos (150 x 2.1 mm, 1.7 um, particulas

hibridas de silice y puente etilsiloxano, Waters, Milford, MA, USA) en un sistema
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Acquity H-Class (Waters, Milford, MA, USA). Se utilizé formiato de amonio 50 mM
(pH 4,4) como solvente A y MeCN como solvente B. La temperatura de la columna
se mantuvo constante a 40 °C, mientras que la temperatura de la muestra se
estableci6 en 5 °C. El tiempo total de corrida fue de 45 min, dividido en varias fases:
inicialmente, un gradiente de 70% de solvente A y 30% de solvente B con un flujo
constante de 0,4 mL/min durante 2 min, seguido por la misma proporcién a un flujo
de 0,56 mL/min durante 30 min. Posteriormente, las proporciones se cambiaron a
55% de solvente A y 45% de solvente B, manteniendo el mismo flujo de 0,56 mL/min
durante 4 min; finalizando con un nuevo cambio a 30% de solvente A y 70% de

solvente B y un flujo final de 0,4 durante 4 min.

Todos los datos generados se analizaron mediante el software Waters Empower
3. Para la conversion de los valores de tiempo de retencion a unidades de glicanos
(UGs), se utilizé un estandar externo de dextrano parcialmente hidrolizado. Esto
permiti6 la comparacion reproducible de los picos con datos de literatura y bases de

datos pertinentes (Royle et al., 2006, 2008; Saldova et al., 2014)

5.35.3 Cromatografia de Intercambio Aniénico Débil (HPLC-WAX)

Un total de 10 pL de glicanos marcados segin el método descripto en la secciéon
anterior se secaron y reconstituyeron en 10 pL de H,O HPLC. En el proceso de
separacién, se empled una columna BioSuite DEAE de 2.5 um NP AXC con
dimensiones de 4.6 x 35 mm (Waters, Milford, MA, USA) dentro de un sistema de
separacion Acquity H-class (Waters), equipado con un médulo de control de
temperatura (Waters). El solvente A consistié en acetato de amonio al 50 mM (pH
7,0) diluido en un 20% (v/v) de MeCN, mientras que el solvente B fue una solucion
acuosa de MeCN al 20%. Se fijé la temperatura de la columna a 40° C y la de la

muestra a 5° C.

Las condiciones del gradiente empleado fueron las siguientes: un gradiente
lineal 0% -40% de solvente A durante 2 min a un flujo de 1 mL/min, seguido de una
transicion de 40% a 100% de solvente A durante 3 min, manteniéndose en 100% de
solvente A durante 4 min. Posteriormente, se redujo la concentracion de solvente A

de 100% a 80% durante 0,5 min, culminando con una fase de 0% de solvente A
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durante 3,5 min. Para la calibracion del sistema, se empled un estandar de N-
glicanos de Fetuina. Las exoglicosidasas especificas para la confirmacién

estructural se detallan en la seccién 4.3 Enzimas.
5.36 Analisis estadistico.

Se utilizo6 el programa GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, EE. UU.) y paquetes de codigo abierto de lenguaje R para aplicar las pruebas
estadisticas pertinentes a cada caso, segun se indica en Resultados. Se utiliz6 un
nivel de significancia (a, probabilidad de cometer error de tipo I) de 0,05 en todas

las pruebas estadisticas realizadas.
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6. Resultados: Caracterizacion molecular de la proteina
de union al anticuerpo recombinante scFv 6B6 y
validacion de su eficacia para el diagndstico serologico
de la EChc.

6.1 Identificacion de la proteina de union al scFv 6B6.

Tal como se menciond en la Introduccién, uno de los anticuerpos aislados de
las bibliotecas de Acs recombinantes de cadena simple (scFv) a partir de ADNc de
células B de pacientes con EChc, fue el denominado scFv 6B6. Este anticuerpo
reconoce una proteina de aproximadamente 300-320 KDa presente en lisado de
epimastigote de T. cruzi. Con el propdsito de identificar la proteina diana, se emple6
un enfoque de inmunoprecipitacién (IP) seguido por andlisis de espectrometria de
masas. Para ello, inicialmente se desarrollé un Ac 6B6 quimera (chim m6B6) que
fusiona los dominios variables scFv 6B6 humano con los dominios constantes de
IgGlk murinos. Esta eleccion se basé en la capacidad de la inmunoglobulina
completa para ofrecer una mayor sensibilidad en los experimentos de IP en
comparacion con sus fragmentos (DeLuca et al., 2021). El Ac chim m6B6 se genero
en colaboraciéon con el Dr. J. Raats, ModiQuest Research-Monoclonal Antibody

Generation Services, Nijmegen-Holanda.

Chim m6B6
Tc IP
315 - v
250 -
180 -
130 -
95 -
72-
52 -
43 -
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Figura 14. Reactividad del Ac quimera 6B6 IgG1/k. El extracto proteico de epimastigotes de T.
cruzi (cepa CL-Brener - Tc; 30 pg) y la proteina de unién a scFv 6B6 obtenida por
inmunoprecipitacion (IP; 10 pg) se sometieron a un SDS-PAGE (8%) y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incubé con el Ac chim mé6B6. La
deteccion se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. Los
marcadores de peso molecular (expresados en kDa) se indican a la izquierda.

Luego de confirmar que el Ac chim m6B6 poseia la misma especificidad hacia
el antigeno de T. cruzi que el scFv del cual derivaba (Figura 14), dicho Ac se acoplé
covalentemente a una resina de agarosa proteina A/G para la IP de la proteina diana
a partir del lisado de epimastigotes de T. cruzi. Los eluidos se analizaron mediante
SDS-PAGE con tincién de Coomassie blue coloidal y WB. La visualizacién de las
proteinas en el gel revel6 dos bandas principales: una del peso molecular esperado
de ~315 kDa (a) que correspondia a la proteina de unién del Ac 6B6 y otra, de 50 kDa
(b), resultante de la cadena pesada del Ac chim m6B6. La banda (a) fue reconocida
especificamente por el scFv 6B6 en el WB (Figura 15). Posteriormente, las bandas
se cortaron del gel, se sometieron a digestiéon proteolitica con tripsina y se

analizaron mediante LC-MS/MS (Figura 15).

Coomassie blue scFv
coloidal 6B6
e R

250 - 250 -
180 - 180- [ o
148~ 130 -
95 - 95 -
72 - ’ 79 .
52 - 52
43 - 43 -

Figura 15. Identificacion de la proteina de union al Ac 6B6. El lisado de epimastigote de T. cruzi
(cepa CL-Brener) se incubd con el Ac chim m6B6 unido covalentemente a la resina de agarosa
Proteina A/G. Las proteinas retenidas fueron eluidas y separadas mediante SDS-PAGE (8%,
seguido por la tincién de proteinas con Coomassie blue coloidal (panel izquierdo) o transferidas a
una membrana de nitrocelulosa y reveladas con el Ac scFv 6B6 (panel derecho). Las flechas
sefialan la banda de proteina analizada por LC-MS/MS (a) y la cadena pesada del Ac chim m6B6
(b). Los marcadores de peso molecular (expresados en kDa) se indican a la izquierda.
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A través de los espectros MS/MS se obtuvieron las masas peptidicas que se
introdujeron en el motor de busqueda MASCOT, posibilitando la identificacion del
Ag de union al Ac 6B6. En total, se identificaron dos proteinas: una proteina
hipotética de T. cruzi de 323 kDa (c6digo de acceso TcCLB.504087.20; UniProtKB
Q4D1D9) que presentaba altas puntuaciones y con un peso molecular esperado, y
otra que correspondia a una proteina relacionada con la zona de unién flagelar de
180 kDa (cddigo de acceso Tc00.1047053509631.140), cuyas puntuaciones fueron
bajas y ademas no coincidia con el peso molecular esperado. Por lo tanto, se
continu6 con el estudio de la proteina de alto peso molecular, compuesta por 2983
aminodcidos, cuyos péptidos identificados mostraron una cobertura del 8% (Tabla

10). En lo sucesivo se hard referencia a esta proteina como Tc323.

Posicion en la

Péptido secuencia de Largo PEP
Tc323
WVPITSDESGPEGFIITER 215-233 19 aa 2,13x10°
AVHTNVNDISQSEPLIAYVQGTAAETLKLAVV 269-300 32 aa 9,61x10*
VTSLQGYQSGVVVGTTR 688-704 17 aa 0,153
LLFQNGLTEEDEK 814-826 13 aa 0,120
CFNVDDPQGNPIR 1045-1057 13 aa 0,005
VFQSSIAIPWSAGK 1217-1230 14 aa 0,009
ASLLWTSDLNGER 1263-1275 13 aa 0,006
VAPGMGEALFAFGLGR 1353-1368 13 aa 0,146
AVDGAFEETALFQLK 1873-1886 14 aa 0,008
NDPLFVFAYPNGYR 2079-2091 13 aa 0,021
INTAMIDQEQR 2235-2246 11 aa 7,23x10*
TLYVTTLDGIQSLRS 2482-2496 15 aa 0,165
MVTPSDVTIGPVR 2516-2528 13 aa 0,002
VGLFDASDGTGIMDLTSGK 2578-2596 19 aa 3,02x10°

Tabla 10. Identificacion de la proteina de unién al Ac scFv 6B6. Secuencias peptidicas
identificadas mediante espectrometria de masas. Se indica su posicién en Tc323, el largo (en
aminodcidos, aa) y la probabilidad de error a posteriori (PEP, del inglés Posterior Error
Probability).
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6.2 Caracterizacion de Tc323: aproximacion in-silico y analisis
experimental.
6.2.1 Aproximacion in silico: Analisis filogenético y de sintenia de Tc323.

Tras determinar la identidad de la proteina de union al Ac 6B6, se estudio la
relacion evolutiva de Tc323 dentro de la familia de los Tripanosomatidos. Para ello,
se realizaron busquedas de homologia en la base de datos gendmicos de
kinetoplastidos, utilizando los servidores BLASTp, tBLASTn y PSI-BLAST. Como
resultado de esta exploracion, se observd que la presencia de homologos de Tc323
esta restringida a algunas especies del género Trypanosoma, incluyendo a todas las
cepas secuenciadas de T. cruzi, algunos tripanosomas no patdgenos vy
Paratrypanosoma confusum (P. confusum). Es importante mencionar que todos los
nodos en el arbol exhiben valores de soporte del parametro Bootstrap que superan
el umbral establecido de 60, lo cual indica la robustez de las relaciones filogenéticas
representadas. Se destaca también una significativa homogeneidad entre los linajes
de T. cruzi, visualmente representada por las ramas cortas en la Figura 16. Esta
cohesion se refuerza al observar que las identidades de secuencia de nucleétidos de
Tc323 entre los diversos linajes de T. cruzi superan el 97%, como se detalla en la

Tabla 11.

=== PCON_0049450 (Paratrypanosoma confusum)
"""" PCON_Q0076870 (Paratrypanosoma confusum)
PCON_0031780 (Paratrypanosoma confusum)
"""""""" DQO04_05801000 (Trypanosoma grayi)
100 ====-TM35_000301210 (Trypanosoma theileri)
Moo - TcX10_chr12 (Trypanosoma conorhini)

03 62 L—--- AUPL01002671 (Trypanosoma rangeli)
—= TcMARK_CONTIG_2853 (T. cruzi marinkellei)
100 - == PRFC01000048 (T. cruzi TCC) - (TeVI)
199 06CJ01000236.1 (T cruzi $231) - (Telll)
100] I3, MBSY01000587 (T. cruzi Dm28c) - (Tel)
= TcBrA4_Chr23(T. cruzi Brazil A4) - (Tcl)
-+ KB222980.1 (T, cruzi JR) - (Tel)
= MKKV01000151 (T. cruzi G) - (Tcll)
L1E=:TeX10_chr12 (T. cruzi Syivio X10/1) - (Tcl)

g NMZ001000417.1(T. cruzi Y) - (Tell)
NMZNO01000123.1(T. cruzi CL Bug2148) - (Tell)
=== KB852078.1 (T. cruzi Tula) - (TcVI)

100 Ir - - TeChr14-S (T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like) - (TcVI)
g PYLD01005142 (T. cruzi S154a) - (Tell)

o PYKVO1007511 (T. cruzi S11) - (Tell)

&5 ECC02_009349 (T. cruzi Berenice) - (Tcll)

3 PYLB01005989 (T. cruzi S23b) - (Tcll)

o PYKZ01006331 (T. cruzi S92a) - (Tell)

- PYLEO1008567 (T. cruzi S15) - (Tell)

- - -PYLA01003492 (T. cruzi S44a) - (Tcll)

" PYLCO01007667 (T. cruzi S162a) - (Tcll)

[100
100
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Figura 16. Historia evolutiva de Tc323 en homologos dentro del orden Tripanosomatida. Los
numeros en las ramas indican la maxima probabilidad del respaldo de Bootstrap. Los cédigos de
acceso mostrados en el arbol pertenecen a TriTrypDB o NCBI. Las barras de escala horizontal
representan 0,3 sustituciones por posicion en la secuencia de acido nucleico.

L. Identidad de

Cepa Codigo del genoma Cobertura (%) nuclestidos
TCC GCA_003177095.1 100 97,97
S231 GCA_900252365.1 100 97,96

Dm28c¢ GCA_003177105.1 100 100
Brazil A4 GCA_015033625.1 100 100
JR GCA_000331405.1 100 99,73
G GCA_003719455.1 100 99,69
Sylvio X10/1 GCA_000188675.2 100 99,71
Y GCA_002749425.1 100 99,71
Bug2148 GCA_002749415.1 100 99,66
CL Brener Esmeraldo-

like GCA_000209065.1 100 97,97
S154a GCA_003594715.1 100 97,41
S11 GCA_003594385.1 100 97,74
Berenice GCA_013358655.1 100 97,15
S23b GCA_003594425.1 100 97,19
S92a GCA_003594445.1 100 97,15
S15 GCA_003594585.1 100 97,43
S44a GCA_003594705.1 100 97,48
S162a GCA_003594605.1 100 97,13

Tabla 11. Identidad de secuencia de nucleétidos de Tc323 en linajes de T. cruzi. Se utiliz6 el
marco de lectura abierto de Tc323 de Dm28c como referencia (sefialada en gris) y se compard
con el homdlogo presente en genomas ensamblados disponibles en NCBI. La cepa, los codigos
del genoma, la cobertura (en %) y las identidades se muestran en columnas.

Dada la presencia de proteinas homologas a Tc323 en especies del género
Trypanosomay en un representante de Paratrypanosoma (P. confusum), se evidencia
que el ancestro comun de estas proteinas se originaria en el antecesor que dio origen
a los Tripanosomatidos. Este hallazgo explicaria la presencia de Tc323 en dichos
géneros que divergieron en los inicios de esta familia. Es relevante subrayar la
ausencia de proteinas homélogas a Tc323 en otros parasitos patégenos para los
humanos tales como Leishmania spp o T. brucei. Por lo tanto, a pesar de que el
ancestro de la proteina tendria su origen en el antepasado de los géneros
mencionados, sélo ha persistido en ciertas especies del género Trypanosoma,

indicando eventos significativos de pérdida a lo largo de la evolucién. En particular,
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en la especie P. confusum, Tc323 presenta dos eventos de divergencia consecutivos
mientras que dentro de T. cruzi se observan dos eventos independientes de
divergencia. Estos ultimos podrian sugerir adaptaciones especificas dentro de esta
especie, con posibles implicancias funcionales y adaptativas en el contexto del ciclo

de vida del parasito y de la patogénesis de la ECh.

Por otro lado, para complementar los resultados filogenéticos obtenidos, se
realizé un andlisis de sintenia que reveld la presencia del homdlogo de Tc323 en
linajes representativos de T. cruzi y su ausencia en T. brucei (Figura 17). Este
resultado confirmé la existencia de una Unica copia de Tc323 por genoma haploide
en T. cruzi. De hecho, se determiné que este gen estd ubicado en los cromosomas 24
y 23 de los genomas completamente ensamblados de las cepas Y (GCA_015033655) y
Brasil (GCA_015033625) de T. cruzi, respectivamente.
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Figura 17. Analisis de microsintenias de las regiones genomicas que albergan Tc323. Se
compar6 un fragmento gendémico de 38520 pb (cepa Y de T. cruzi) que contiene el gen codificante
de Tc323 (flecha marrén) con regiones homologas de las cepas Esmeraldo-like, Bug2148, Brasil,
S231 de T. cruzi y TREU927 de T. brucei. Se indican, ademads, las DTUs a las que pertenece cada
cepa.
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6.2.2 Analisis experimental: Determinacion de Tc323 como proteina
especifica de T. cruzi.

Puesto que se determino la ausencia de Tc323 en otros parasitos de relevancia
sanitaria como T. brucei y distintas especies de Leishmania mediante analisis
filogenéticos y de sintenia, la fase subsiguiente de la investigacién se orient6 hacia
la validacién experimental de esta observacion. Para ello, se realizé un ensayo de
WB que corrobor6 la ausencia de Tc323 en los extractos de los patdgenos
filogenéticamente relacionados ensayados: forma sanguinea y prociclica de T.
brucei y forma promastigote de L. amazonensis, L. infantum y L. mexicana (Figura
18A). Resultados analogos se observaron por un ensayo de ELISA, donde se constato
que el scFv 6B6 reconoci6 preferencialmente al lisado de T. cruzi, sin que se
observara ninguna reaccion significativa frente a la forma prociclica de T. brucei o a
promastigotes de L. mexicana (Figura 18B). En este ultimo caso, se utiliz6 a la

proteina no relacionada BSA como control de especificidad de reconocimiento.
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Figura 18. Deteccion de Tc323 en T. cruzi y en otros kinetoplastidos mediante ensayo de WB
y ELISA. (A) Un total de 30 pg de extractos proteicos procedentes de lisados de diferentes
parasitos se separaron por SDS-PAGE (8%), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y
se incubaron con el Ac chim méB6 (panel superior) y B-tubulina (control de carga, panel
inferior). La deteccién se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL.
Tc: epimastigote de T. cruzi cepa Dm28c; Th: T. brucei; B y P, forma sanguinea y prociclica;
respectivamente; Lm: promastigote de L. mexicana; La: promastigote de L. amazonensis; Li:
promastigote de L. infantum. Los marcadores de peso molecular (MM; expresados en kDa) se
indican a la izquierda. (B) Reactividad del Ac scFv 6B6 frente extracto celular total (20 ug/mL) de:
epimastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c; Tc), promastigotes de L. mexicana (Lm) y formas
prociclicas de T. brucei (Tb) por ELISA. Los datos se expresan como Densidad Optica (DO) a 450
nm [media + DS, n = 2]. Las diferencias de reactividad entre los diferentes lisados versus a BSA
fueron evaluadas mediante ANOVA de un factor, seguido de pruebas de comparacién multiple
de Dunn. Las barras representan el DS. Las correlaciones significativas se indican con el nivel de
significancia (****p < 0,0001).
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A continuacion, se llevaron a cabo ensayos adicionales de WB que confirmaron
la presencia de Tc323 en los lisados de diversas cepas y estadios de vida de T. cruzi
(Figura 19A y 19B), observando que esta proteina muestra una expresion
diferencial entre estadios y linajes evolutivos. Cabe destacar que, aunque no fueron
realizados ensayos densitométricos y réplicas que permitan realizar un analisis
estadistico, los resultados sugieren que Tc323 se expresa en mayores niveles en
epimastigotes con respecto a los estadios infectivos (amastigote y tripomastigote).
De manera similar, se observé que Tc323 presenta mayor abunancia de expresion

en las cepas Dm28c y HE, correspondientes a los UDTs Iy V, respectivamente.
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Figura 19. Deteccion de Tc323 en los distintos estadios morfologicos y cepas de T. cruzi. (A)
Un total de 30 pg de extractos proteicos derivados de las tres formas del ciclo de vida del parasito
fueron separados por SDS-PAGE (8%), transferidos a una membrana de nitrocelulosa e
incubados con el Ac chim m6B6 (panel superior) y B-tubulina (control de carga, panel inferior).
La deteccion se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. Los
marcadores de peso molecular (expresados en kDa) se indican a la izquierda. Tc: epimastigote
de T. cruzi cepa Dm28c; AMA, TRI y EPI, formas amastigote, tripomastigote y epimastigote,
respectivamente. (B) Un total de 50 ug de extractos proteicos provenientes de epimastigotes de
diferentes linajes de T. cruzi (Tc) fueron procesados como en (A). Tcl: Dm28c; Tcll: Y; TcV: HE;
TcVI: CL-Brener; TcVI: Tulahuen.

En conjunto, estos resultados respaldan y validan la informacién derivada de
nuestros analisis in silico, evidenciando que Tc323 es una proteina exclusiva de T.
cruzi y algunos tripanosomas relacionados no patégenos, se expresa en los
principales estadios de su ciclo de vida y se esta codificada por un gen conservado

en todas las cepas del parasito analizadas.
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6.3 Localizacion subcelular de Tc323.

Dado que el Ag Tc323 estd anotada como una proteina hipotética en la base de
datos de TriTrypDB, se realizo un andlisis de secuencia utilizando el servidor
InterProScan. A través de €l, se predijo la presencia de un péptido sefial N-terminal,
un dominio extracelular no citopldsmico central, un motivo transmembrana y una

region citoplasmica C-terminal corta (Figura 20A)

Por otro lado, para determinar la ubicacién de Tc323 en T. cruzi, se llevé a cabo
un andlisis de microscopia de inmunofluorescencia (IFI) y fraccionamiento

subcelular seguido de WB, empleando el Ac scFv 6B6.

Los resultados del analisis por WB en la Figura 20B, revelaron la presencia de
Tc323 en muestras que contenian tanto fracciones solubles como enriquecidas en
membrana de extractos celulares de T. cruzi. Este hallazgo contrasta con la sefial
observada para la ciclofilina TcCyp19, una proteina citoplasmatica utilizada como
control de enriquecimiento de la fraccidn soluble (Dos Santos et al., 2021). El Ac anti-
BiP, que reconoce la chaperona BiP presente en el reticulo endoplasmico (Bangs et
al., 1993), se utiliz6 como control de carga para evaluar para corroborar la presencia
de similares cantidades de proteina, ya sea en la fraccién soluble como la asociada

ala membrana (Figura 20C).

Por otro lado, 1a IFI de células de T. cruzi, fijadas y permeabilizadas con Tritén
X-100, revel6 que Tc323 se localiza predominantemente en el espacio intracelular
en las principales formas parasitarias (Figura 20C). No se observé sefial en los
parasitos no permeabilizados, indicando una ausencia de Tc323 en la membrana
plasmatica externa. Ademas, la sefial detectada mediante el Ac scFv 6B6 mostré un
patron diferente de una proteina soluble citosolica, obtenida con el Ac anti-
TcCypl9. Estos resultados sugieren que el patrén granular de la sefial de Tc323
puede deberse a su presencia o asociacion a estructuras o dominios intracelulares

especificos.
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Figura 20. Localizacion subcelular de Tc323 en T. cruzi. (A) Representacion esquematica de
Tc323. Se indican las regiones del péptido sefal (PS), no citosdlica (NC), transmembrana (TM) y
citosolica (C) predichas en el servidor InterProScan. (B) WB de la fracciéon soluble (Sol) y
enriquecidas en membrana (Mem) de diferentes formas morfolégicas de T. cruzi (cepa Dm28c)
reveladas con los Acs chim m6B6, anti-BiP y anti-TcCyp1l9, respectivamente. Los nimeros entre
paréntesis indican la cantidad de parasitos utilizados para obtener las muestras
correspondientes. La deteccion se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el
sustrato ECL. Los marcadores de peso molecular (expresados en kDa) se indican a la izquierda.
(C) Inmunofluorescencia indirecta de formas morfolégicas de T. cruzi permeabilizadas (P) o no
permeabilizadas (NP) utilizando los Acs chim m6B6 (rojo) y anti-TcCypl9 (verde). Los nucleos y
kinetoplastos se tifieron con DAPI (azul). Barras: 1 um para AMA, 2 um para TRI, 3 pm para EPI.
En (B) y (C): AMA, TRI y EPI indican formas amastigote, tripomastigote y epimastigote,
respectivamente.
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6.4 Modelado estructural de Tc323.

Debido a que la proteina Tc323 es una proteina no caracterizada que carece de
una estructura definida por cristalografia, la prediccion de su estructura
tridimensional (3D) se realizé mediante el empleo del servidor RaptorX (Kéllberg et
al., 2014). Esta herramienta permite predecir las estructuras 3D de proteinas que
comparten menos del 30% de identidad de secuencia con las estructuras resueltas
en el Protein Data Bank (PDB) (Bernstein et al., 1977). Asi, este predictor recuperd y
empled las estructuras cristalinas de 3pllA (entrada UniProtKB P77774), 4a08A
(entrada UniProtKB Q16531), 3n5eA (entrada UniProtKB (P04818), 1z8gA (entrada
UniProtKB P05981), 2ymuA (entrada UniProtKB B2J0I0) y 3hpdA (entrada
UniProtKB 058877) de la base de datos PDB como plantillas para construir la
estructura de Tc323. En consecuencia, se gener6 un modelo que integra las distintas
plantillas (Figura 21A), proporcionando una vision completa de la estructura de
Tc323, asi como modelos individuales (o dominios) derivados de cada plantilla para
complementar la prediccion. Especificamente para Tc323, se predijeron seis

dominios estructurales (Figura 21B), cuyas caracteristicas se presentan en la Tabla

12:
.. Residuos aminoacidicos Tamaio del , .
Dominio PM teorico
abarcados fragmento

1 1-75 225 7,87 kDa
2 76-1368 3879 130,46 kDa
3 1369-1447 240 7,81 kDa
4 1448-1821 1022 40,36 kDa
5 1822-2638 2407 88,21 kDa
6 2639-2983 1179 48,29 kDa

Tabla 12. Dominios estructurales de Tc323. Para cada uno de ellos se indica los residuos
aminodcidos abarcados de Tc323, el tamarfio del producto génico (en pb) y el PM tedrico (en kDa).
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Figura 21. Prediccion de la estructura de Tc323. Modelado molecular realizado utilizando la
plataforma RaptorX; (A) estructura de longitud completa y (B) dominios estructurales (D1-D6).

La estructura secundaria de Tc323 predicha por RaptorX arrojé que esta
proteina estd compuesta por un 3% de a-hélice, un 42% de laminas B-plegada y un
54% de hélice superenrollada. Finalmente, la calidad estereométrica de las
estructuras proteicas generadas se evalud a través de la herramienta PROCHECK,
empleando el andlisis del grafico de Ramachandran. Tal como se ilustra en la Figura
22, este grafico indicé que el 80,5% de los residuos estan en las regiones mas
favorecidas, el 14% en regiones permitidas adicionales, el 3,5% regiones

generosamente permitidas y el 2,0% en regiones no permitidas.
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Psi W (grados)

0
Phi ¢ (grados)

Residuos en las regiones mas favorecidas: 2401 - 80,5%
Residuos en regiones permitidas adicionales: 417 - 14,0%
Residuos en regiones generosamente permitidas: 106 - 3,50%
Residuos en regiones no permitidas: 59 - 2,00%
TOTAL: 2983 - 100%

Figura 22. Grafico de Ramachandran con los angulos diédricos (Psi) y versus (Phi) ¢ de todos
los aminoacidos (puntos amarillos) para Tc323. Las zonas azules rodeadas por la linea blanca
continua representan las regiones totalmente permitidas mientras que la linea celeste bordea las
regiones adicionalmente permitidas. Las zonas sin bordes representan las regiones
generosamente permitidas.

6.5 Clonado y expresion de los dominios estructurales de Tc323.

Dado el elevado peso molecular de Tc323, los esfuerzos por amplificar la
secuencia en su longitud completa de manera recombinante resultaron
infructuosos. Como alternativa, se opté por la estrategia de clonar y expresar
individualmente cada dominio estructural predicho por el servidor RaptorX. Para
ello, se amplificaron por PCR, las regiones codificantes para cada dominio,

utilizando ADN gendémico de epimastigotes de T. cruzi (cepa CL Brener).
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Figura 23. Productos de amplificacion por PCR de los dominios estructurales de Tc323 a
partir de ADN genémico de T. cruzi (cepa CL-Brener). D1: Dominio 1, D3: Dominio 3; D4:
Dominio 4; D5: Dominio 5; D6: Dominio 6. Para todos los casos, la reaccién sin ADN (C-) se utiliz
como control negativo. El tamafio de cada fragmento amplificado (en pb) se muestra en la
Figura. Los marcadores de pares de base (MM; expresados en pb) se indican a la derecha.

La Figura 23 presenta los productos de amplificacion, mostrando el tamafio acorde
a lo estimado tedricamente para cada dominio y la falta de reaccién en los controles
negativos correspondientes. Hasta el momento, el dominio D2 no se logré amplificar, a
pesar utilizar distintas condiciones de PCR. El clonado de los dominios restantes que
pudieron ser amplificados se realizé en el vector comercial pGEM-T Easy. Como
resultado, se obtuvieron los siguientes plasmidos: pGEM-T (D1), pGEM-T (D3), pGEM-
T (D4), pGEM-T (D5) y pGEM-T (D6), cuya identidad se confirmé por secuenciacion.
Luego, cada uno de los fragmentos se sub-clonaron en el vector de expresion bacteriano
pPRSET-A, de manera tal de generar una proteina de fusién a un tag de 6 histidinas en su
extremo N-terminal. El proceso de sub-clonado se llevé a cabo con enzimas de
restriccion especificas, cuyas secuencias de reconocimiento se incluyeron previamente
en los oligonucledtidos utilizados durante las reacciones de amplificacién por PCR (ver
Apéndice). Los productos de ligacién obtenidos fueron utilizados para transformar
bacterias E. coli BL21(DE3) pLysE, una cepa deficiente en proteasas que permite
minimizar la degradacién proteolitica durante la expresién recombinante (Gonzalez y
Fillat, 2018). La confirmacién de la correcta insercién de cada dominio en el vector
PRSET-A se determiné mediante la digestion del ADN plasmidico de los clones
bacterianos (Figura 24), donde se observaron las bandas correspondientes a los pesos

moleculares esperados.
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pRSET-A(D1) pRSET A(Ds) pRSET A(D4) pRSET A(D5) pRSET A(D6)
BamHI/ - Hindlll/
EcoRI EcoRE EcoRI Xhol Sacl

Figura 24. Confirmacion de los plasmidos pRSET-A recombinantes mediante digestion con
enzimas de restriccion. Las construcciones pRSET-A (D1), pRSET-A (D3), pRSET-A (D4), pRSET-
A (D5) y pRSET-A (D6) fueron doblemente digeridas con las enzimas de restricciéon detalladas en

la Figura. Para todos los casos, las construcciones plasmidicas sin digerir (-) se utilizaron como
control. Las flechas indican el vector pRSET-A sin inserto (2900 pb) mientras que los circulos
sefialan la posicién de los fragmentos liberados tras la digestién. Los marcadores de peso
molecular (MM; expresados en pb) se indican a la izquierda.

Posteriormente, los clones bacterianos que portaban los plasmidos pRSET-A
recombinantes (pRSET-A(D1), pRSET-A(D3), pRSET-A(D4), pRSET-A(D5) y pRSET-
A(D6)) se cultivaron en medio liquido hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,4-0,5 y,
posteriormente, se agregdé IPTG 1 mM para inducir la expresion de los distintos
fragmentos recombinantes, evaluandose los niveles de expresion a distintos tiempos.
Los extractos proteicos de estos cultivos se analizaron por SDS-PAGE y WB. En la
Figura 25 se evidencia la méxima expresion de los fragmentos D3y D6 luegode 21 hy
4 h post-inducciéon con IPTG, respectivamente. Estos resultados sugieren que la
expresion de estas proteinas estd controlada por el promotor lac del plasmido ya que

no se observod su expresion en ausencia del inductor.
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Figura 25. Analisis por SDS-PAGE de la expresion de los dominios 3 y 6. Extractos celulares de
bacterias BL21(DE3) pLysE transformadas con los vectores pRSET-A(D3) y pRSET-A(D6) fueron
recogidos a 0, 1, 4y 21 horas post-induccién con IPTG y analizados mediante SDS-PAGE seguido
por tinciéon con Coomassie Blue. La cantidad de muestra sembrada por calle se ajustd segun lo
descripto en Materiales y Métodos. Las flechas indican la posicion de las proteinas
recombinantes. Los marcadores de peso molecular (MM; expresados en kDa) se indican a la
izquierda.

A pesar de la implementacion de variadas condiciones destinadas a optimizar la
expresion proteica, no se logré la deteccién de los fragmentos D1, D4 y D5 por tincién

con Coomassie Blue (Figura 26).
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Figura 26. Analisis por SDS-PAGE de la expresion de los dominios 1, 4 y 5. Extractos celulares
de bacterias BL21(DE3) pLysE transformadas los vectores pRSET-A(D1), pRSET-A(D4) y pRSET-
A(D5) fueron recogidos a 0, 1, 4y 21 h post-induccién con IPTG y analizados mediante SDS-PAGE
seguido por tincién con Coomassie Blue. La cantidad de muestra sembrada por calle se ajustd
segun lo descripto en Materiales y Métodos. Las flechas indican la posicién de las proteinas
recombinantes. Los marcadores de peso molecular (MM) (expresados en kDa) se indican a la
izquierda.
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No obstante, a pesar de no lograr discernir una banda especifica para los
dominios 1, 4 y 5 mediante la coloracion del gel con azul de Coomassie, fue posible
detectar su expresion a través de un ensayo de WB (Figura 27), utilizando un Ac
dirigido contra su tag de fusién 6xHis. La banda identificada en los cultivos no
inducidos se atribuye a una expresion basal (leaky expression). Ademas, el patrén de
bandas al revelar los dominios recombinantes 4, 5 y 6 podria derivar de la presencia
de multiples proteasas o agregados proteicos en la muestra, los cuales pueden ser
reconocidos por este Ac. Es importante destacar que el tag de histidinas aumenta el

peso molecular estimado para cada una de las proteinas aproximadamente 5 kDa.
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Figura 27. Expresion de los dominios 1, 3, 4, 5y 6 por WB. Los extractos celulares de bacterias
BL21(DE3) pLysE transformadas con los vectores pRSET-A(D1), pRSET-A(D3), pRSET-A(D4),
PRSET-A(D5) y pRSET-A(D6) se obtuvieron a 0 h y 21 h post-induccién para todos los dominios (a
excepcién del dominio 6 en la que la recoleccién se realizé a las 4 h), y se sometieron a un SDS-
PAGE (8-12%) y WB. La membrana se incub6 con el Ac Anti-6XHis (Sigma-Aldrich). La deteccién
se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. Las flechas indican la
posicion de las proteinas recombinantes. Los marcadores de peso molecular (MM; expresados
en kDa) se indican a la izquierda.
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6.6 Prediccion bioinformatica de epitopes B en Tc323.

Como se menciond en los Antecedentes, la reactividad contra Tc323 se observd
s6lo con plasmas de pacientes con EChc e infeccién mixta por Leishmania spp. y T.
cruzi, estando ausente en plasmas de sujetos con Leishmaniasis cutdnea e
individuos no infectados. Estos resultados, junto con los hallazgos de la presente
Tesis, que resaltan la ausencia de Tc323 en parasitos de relevancia clinica y
filogenéticamente relacionados con T. cruzi, sustentan el estudio de esta proteina
como potencial marcador diagnédstico. Para ello, y puesto que se logrd expresar de
forma recombinante sélo algunos dominios de Tc323 (no fue posible clonar el
fragmento D2), se decidi6 indagar sobre suinmunogenicidad in silico. Utilizando la
secuencia aminoacidica de Tc323 como entrada en la base de datos de
inmunoepitopes (IEDB, http://www.iedb.org) se emplearon para el analisis los
siguientes predictores: BepiPred 2.0 (Jespersen et al., 2017), giros 3 (Chou y Fasman,
1974), flexibilidad (Karplus and Schulz, 1985), accesibilidad a la superficie (Emini et
al., 1985), hidrofilicidad (Parker et al., 1986) y, por ultimo, antigenicidad (Kolaskar
and Tongaonkar, 1990). El resumen de los datos obtenidos de las herramientas de
prediccion se muestra en la Figura 28. Los resultados mostraron que las secuencias
correspondientes a los dominios 3y 6 (residuos 1369 a 1447 y 2635 a 2983) de Tc323,
designadas de aqui en adelante como TcD3 y TcD6, respectivamente, exhiben las
puntuaciones de prediccion mas elevadas para epitope de células B, sugiriendo

mayor capacidad para inducir una respuesta inmune humoral.
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Figura 28. Prediccion de epitopes de células B (ECB) para Tc323 utilizando el servidor Immune
Epitope Database (IEDB). Mapa de calor que representa la distribucién de los epitopes de células
B a lo largo de la secuencia proteica de Tc323 basandose en seis parametros: flexibilidad de
Karplus y Schulz, hidrofilicidad de Parker, giro-p de Chou y Fasman, epitopes lineales de BepiPred
2.0, antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar y accesibilidad a la superficie de Emini. En los ejes X
se representan las posiciones de los residuos de la secuencia de la proteina Tc323, mientras que
los ejes Y corresponden a la puntuacién Z de cada residuo. Las lineas rojas y blancas indican
regiones antigénicas fuertes (puntuacién Z > 4) y débiles (puntuacién Z > 0), respectivamente.
Las lineas azules indican residuos que no se predijeron como epitopes. Cada fila encuadrada
indicalaregién de Tc323 con la puntuacién de unién mas favorable como ECB, siendo verde para
rTcD63 y rojo para rTcD6.

Las posiciones lineales de los dos epitopes inmunodominantes en Tc323 se
muestran en la Figura 29A. Ademads, estas regiones se mapearon en la estructura 3D

de Tc323y se visualizaron utilizando el software PyMOL (Figura 29B).
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Figura 29. Ubicacion de los epitopes inmunodominantes en Tc323. Diagrama esquematico (A)
y representacién 3D (B) de los dominios antigénicos predichos por el andlisis del IEDB en la
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proteina Tc323. Se empled el mismo esquema de color: TcD3 (verde, residuos 1369 a 1447) y TcD6
(rojo, residuos 2639 a 2983). La superficie de la proteina se represent6 en gris.

6.7 Produccion y purificacion de los dominios recombinantes D3
y D6

En virtud de los resultados obtenidos anteriormente, la siguiente etapa implicd
la expresion y purificacion a gran escala de las proteinas recombinantes TcD3 y
TcD6, con el objetivo de llevar a cabo los ensayos para evaluar su capacidad
diagnéstica y determinar si constituian el epitope del Ac 6B6. En un primer paso y
para evaluar la solubilidad de las proteinas recombinantes, las bacterias BL21(DE3)
pLysE transformadas con los plasmidos pRSET-A(D3) y pRSET-A(D6) se sometieron

a inducciones a baja escala, utilizando pequefios volimenes de cultivo.
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Figura 30. Analisis por SDS-PAGE de la solubilidad de las proteinas recombinantes rTcD3 y
rTcD6. Los extractos celulares de bacterias BL21(DE3) pLysE transformadas los vectores pRSET-
A(D3) y pRSET-A(D6) fueron separadas en sus fracciones solubles (SN) e insolubles (P) y
analizadas por SDS-PAGE (8-10%), seguido por tincién con Coomassie Blue. La cantidad de
muestra sembrada por calle se ajusté segtin lo descripto en Materiales y Métodos. Las flechas
indican la posicién de las proteinas recombinantes. Los marcadores de peso molecular (MM;
expresados en kDa) se indican a la izquierda.

Tal como se visualiza en la Figura 30, ambos fragmentos se encontraron en
mayor proporcion en la fraccién insoluble de los cultivos, indicando su expresiéon en
cuerpos de inclusién. Por consiguiente, se procedié a la obtencién de rTcD3 y rTcD6
bajo condiciones desnaturalizantes, siguiendo el protocolo detallado en la seccién 9 de
Materiales y Métodos, y ajustando los tiempos de induccién previamente especificados

para cada una de las proteinas. Tras la fase de purificacion, las proteinas rTcD3 y rTcD6
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se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 31A) y WB (Figura 31B), para confirmar

tanto el tamafio como la pureza de ambas proteinas.

A MM rTcD3 rTcD6 B MM rTcD3 rTcD6
180 -
130- 120
100 - 100
75 e 75
55 - - w—— 55
40 - 40
35 -
25 -
o ke
10 - | — | ——

Figura 31. Purificacion de rTcD3 y rTcD6. Las proteinas recombinantes purificadas se
separaron mediante SDS-PAGE (10%), seguido por la tincién con Coomassie blue (A) o transferidas
a una membrana de nitrocelulosa y reveladas con el Ac anti-His6X (Sigma-Aldrich) (B). La
deteccién se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. Los
marcadores de peso molecular (MM; expresados en kDa) se indican a la izquierda. % de pureza
estimado: 83,89% para rTcD3y 78,64% para rTcD6.

6.8 Evaluacion del potencial diagndstico de rTcD3 y rTcDé6.

6.8.1 Ensayo de WB.

Luego de confirmar su pureza, se realizé un ensayo de WB para evaluar si estas
proteinas eran capaces de ser reconocidas exclusivamente por Acs generados como
consecuencia de la infeccién por T. cruzi. En este andlisis, las proteinas rTcD3 y rTcD6
se enfrentaron a tres pools de plasmas provenientes de individuos con EChc, cada uno
compuesto por cinco muestras individuales: el primer pool incluia muestras de
individuos con EChc, pero sin sintomatologia declarada (G0); el segundo, muestras de
individuos con EChc con sintomatologia cardiaca declarada (G1); y el tercero, muestras
de individuos no infectados por T. cruzi (NI). Como se evidencia en la Figura 32, tanto

el pool G1 como el pool GO reconocieron especificamente a las proteinas rTcD3y rTcD6.
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Figura 32. Reactividad de pooles de plasmas provenientes de individuos T. cruzi-positivos y
negativos frente a rTcD3 y rTcD6. Las proteinas recombinantes purificadas se separaron
mediante SDS-PAGE (10-12%) y luego de transferirlas a una membrana de nitrocelulosa, se
incubaron con tres pooles distintos: uno que contenia muestras plasmaticas T. cruzi-positivas de
pacientes con compromiso cardiaco (G1), otro con muestras plasmadticas T. cruzi-positivas de
individuos sin alteraciones clinicas (G0) y un tercer pool con muestras plasmaticas de sujetos no
infectados (NI). Como control positivo (C+), las proteinas se revelaron con el Ac anti-His6X
(Sigma-Aldrich). La deteccién se llevé a cabo mediante la utilizacién del sustrato TMB. Las
flechas indican la posicién de las proteinas recombinantes. Los marcadores de peso molecular
(MM; expresados en kDa) se indican a la izquierda.

Por el contrario, se observé ausencia de reactividad por parte del pool que incluia
muestras de sujetos no infectados (NI) (Figura 32), evidenciando asi que estas proteinas
eran reconocidas especificamente por Acs contenidos en el plasma de los individuos T.

cruzi-positivos.

6.9 Estudio de Fasel.

6.9.1 Poblacion de estudio.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los donantes provenientes de

Argentina, Bolivia y Paraguay utilizados durante la Fase I se resumen en la Tabla 13.
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NI (no infectados

GO (pacientes sin

G1 (pacientes con

Caracteristica con T. cruzi, n = 82) manifestaciones manifestaciones
: ’ clinicas, n = 122) clinicas, n = 136)
Edad, mediana 375 57 57
(rango ’
intercuartilico) (29 - 42) (50 - 63) (50 - 63)
Género, F/M 30/52 58/64 66/70
Estadio Kuschnir, NA 122-0-0-0 0-110-11-16
0-1-2-3
Pais de
procedencia,
Argentina/Bolivia/ 82/0/0 91/29/7 100/24/7
Paraguay

Tabla 13. Caracteristicas clinicas y demograficas de los donantes. NA, no aplica.

6.10 Estandarizacion de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA

El estudio anterior tuvo como objetivo realizar una evaluacién preliminar de la
reactividad de rTcD3 y rTcD6 purificadas usando muestras de pacientes con EChe,
independientemente de la forma clinica. Basandose en los resultados positivos
obtenidos, la siguiente etapa se centr6 en determinar la capacidad de estos
antigenos para discriminar entre muestras seropositivas y seronegativas de EChc,

mediante el método de ELISA indirecto.

Inicialmente, se determinaron las condiciones éptimas del ensayo a través de
un checkerboard titration (titulacién en tablero de ajedrez). Para ello, se evaluaron
distintas cantidades de TcD3y TcD6 (10, 15, 20, 25, 30y 40 ng por pocillo), diferentes
diluciones del Ac conjugado (1/3.000 y 1/6.000) y de las muestras plasmaticas (1/50,
1/100, 1/200 y 1/400). A partir de los analisis de los valores medios de absorbancia,
el valor maximo de relacién sefial/ruido (S/N ratio) fue de 4,04 para el antigeno
rTcD3 (Tabla 14) y 6,55 para el antigeno rTcD6 (Tabla 15), alcanzandose al utilizar
40 ng de antigeno por pocillo sumada a una dilucién del plasma 1/100 y del

conjugado 1/3.000.
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Cantidad de

Ac i 0D a 450 Dilucion plasma
. antigeno:

conjugade  hocillo o 1/50 1/100 1/200 1/400
(P) 0,71 0,56 0,28 0,21

10 (N) 0,34 0,23 0,16 0,14

S/Nratio 2,08 2,37 1,68 1,46

(P) 0,76 0,58 0,38 0,32

15 (N) 0,30 0,29 0,20 0,16

S/N ratio 2,54 1,99 1,90 1,92

(P) 0,82 0,66 0,46 0,26

20 (N) 0,29 0,28 0,18 0,15

S/Nratio 2,82 2,37 2,43 1,69

1/3.000

(P) 1,21 1,00 0,66 0,46

25 (N) 0,43 0,38 0,22 0,17

S/Nratio 2,77 2,64 3,00 2,56

(P) 0,87 0,77 0,63 0,43

30 (N) 0,41 0,33 0,23 0,17

S/Nratio 2,12 2,33 2,70 2,48

(P) 1,16 0,99 0,69 0,38

40 (N) 0,31 0,24 0,25 0,16

SNratio 371 | 400 | 2,78 2,32

(P) 0,63 0,55 0,33 0,21

10 (N) 0,23 0,22 0,14 0,09

S/Nratio 2,70 2,40 2,35 2,33

(P) 0,88 0,66 0,48 0,35

15 (N) 0,30 0,29 0,16 0,13

S/Nratio 2,95 2,28 2,93 2,69

(P) 0,52 0,55 0,48 0,18

20 (N) 0,23 0,19 0,17 0,10

S/Nratio 2,25 2,89 2,82 1,84

1/6.000

(P) 1,20 1,00 0,66 0,46

25 (N) 0,40 0,38 0,22 0,17

S/Nratio 2,77 2,64 3,00 2,56

(P) 0,66 0,77 0,53 0,43

30 (N) 0,33 0,29 0,23 0,19

S/N ratio 2,00 2,65 2,30 2,27

(P) 0,96 0,73 0,49 0,35

40 (N) 0,32 0,25 0,19 0,09

S/Nratio 3,00 2,89 2,60 3,65

Tabla 14. Optimizacion del ensayo de ELISA indirecto durante la Fase I, utilizando la proteina
recombinante TcD3. Se indica la dilucién del Ac conjugado, la cantidad de proteina por pocillo,
laDO a 450 nm de las muestras positivas (P), negativas (N) y la relacién signal to noise entre ambos
(S/N) junto con las diferentes diluciones del plasma. La relacién S/N mas alta es remarcada en
color rojo.
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Cantidad de

Ac i OD a 450 Dilucion plasma
] antigeno:

conjugado 1 ocillo nm 1/50 1/100 1/200 1/400
(P) 0,74 0,42 0,27 0,09

10 (N) 0,34 0,29 0,13 0,06

S/N ratio 1,90 2,36 2,07 1,50

(P) 1,03 0,79 0,87 0,45

15 (N) 0,54 0,33 0,25 0,13

S/N ratio 2,16 1,44 1,27 1,13

(P) 0,90 0,75 0,57 0,36

20 (N) 0,35 0,24 0,20 0,16

S/N ratio 2,57 3,04 2,75 2,24

1/3.000

(P) 1,22 0,95 0,64 0,51

25 (N) 0,57 0,27 0,25 0,22

S/N ratio 2,12 3,49 2,53 2,24

(P) 1,25 0,97 0,40 0,32

30 (N) 0,55 0,32 0,27 0,21

S/N ratio 2,25 3,02 1,48 1,52

(P) 1,94 1,32 0,91 0,78

40 (N) 0,81 0,20 0,25 0,23

S/N ratio 2,40 | 6,55 | 3,63 3,26

(P) 0,68 0,46 0,23 0,17

10 (N) 0,20 0,15 0,10 0,08

S/N ratio 3,35 3,07 2,19 2,05

(P) 0,64 0,48 0,20 0,15

15 (N) 0,21 0,15 0,10 0,08

S/N ratio 3,07 3,02 1,86 1,81

(P) 0,46 0,34 0,21 0,14

20 (N) 0,15 0,10 0,09 0,07

S/N ratio 3,07 3,25 2,33 1,84

1/6.000

(P) 0,31 0,24 0,16 0,12

25 (N) 0,14 0,10 0,08 0,07

S/N ratio 2,19 2,33 1,82 1,55

(P) 0,23 0,17 0,16 0,09

30 (N) 0,12 0,09 0,09 0,08

S/N ratio 1,85 1,80 1,78 1,78

(P) 0,25 0,18 0,14 0,12

40 (N) 0,11 0,08 0,08 0,07

S/N ratio 2,19 2,08 1,70 1,67

Tabla 15. Optimizacion del ensayo de ELISA indirecto durante la Fase I, utilizando la proteina
recombinante TcD6. Se indica la dilucién del Ac conjugado, la ccantidad de proteina por pocillo,
laDO a450 nm de las muestras positivas (P), negativas (N) y la relacién signal to noise entre ambos
(S/N) junto con las diferentes diluciones del plasma. La relacion S/N més alta es remarcada en
color rojo.
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6.10.1 Caracterizacion de paneles serologicos.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas para el ensayo de ELISA indirecto,
se procedid a analizar un panel de 333 muestras T. cruzi-positivas, provenientes de
zonas geograficas endémicas para la EChc junto con 144 muestras T. cruzi-negativas,
procedentes de las mismas areas. La distribucién de donantes por pais se detalla en

la Figura 33.

Muestras T. cruzi - positivas
n=(36)
Muestras T. cruzi - negativas
n=(29)
TOTAL: 65 MUESTRAS

El Salvador
Muestras T. cruzi - positivas
n=(6)
Muestras T. cruzi - negativas
n=(8)
TOTAL: 14 MUESTRAS

Paraguay
Muestras T. cruzi - positivas
Go(n=10) | G1(n=4)

TOTAL: 14 MUESTRAS

Muestras T. cruzi - positivas
GO(n=91) | G1(n=100)
Muestras T. cruzi - negativas
n=(82)
TOTAL: 273 MUESTRAS

Muestras T. cruzi - positivas
Gomn=21) | G1m=32
TOTAL: 53 MUESTRAS

México |
Muestras T. cruzi - positivas
n=(25)
Muestras T. cruzi - negativas
n=(16)
TOTAL: 41 MUESTRAS

Muestras T. cruzi - positivas
n=(6)
Muestras T. cruzi - negativas
n=(6)
TOTAL: 12 MUESTRAS

Figura 33. Distribucién geografica de las muestras analizadas durante la Fase I. Se detallan el
numero de muestras T. cruzi-positivas y negativas provenientes de individuos nacidos en las
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zonas endémicas indicadas. En particular, para Paraguay, Argentina y Bolivia se detalla la
proporcién de individuos con EChc que manifiestan (G1) o no (G0) sintomatologia clinica.

6.10.2 Rendimiento diagnostico de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA.

Las muestras seroldgicas anteriormente descriptas fueron utilizadas para
evaluar el rendimiento diagnodstico de rTcD3 y rTcD6 mediante ensayos de ELISA
indirecto, utilizando las condiciones establecidas anteriormente. Los valores de
AUC obtenidos por las curvas ROC (Figura 34, paneles derechos) fueron de 94,9% y
95,4% para rTcD3y rTcD6, respectivamente. El analisis de los IR revel6 diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras positivas en comparacion con las
muestras T. cruzi-negativas (Figura 34, paneles izquierdos; los datos individuales
estan disponibles en el Apéndice). En las muestras T. cruzi-positivas, rTcD3 mostro6
el IR mas alto (1,56 + 0,58), seguido de rTcD6 (1,51 £ 0,95). Para las muestras T. cruzi-
negativas, los valores de IR fueron 0,66 (+ 0,24) para rTcD3y 0,61 (+ 0,36) para rTcDé.
Considerando la zona gris (valores de IR de 1,0+ 0,10), relativamente pocas muestras
resultaron no concluyentes: 36 (10,82%) para rTcD3y 51 (15,31%) para rTcD6 en las
muestras positivas, y 15 (10,63%) y 6 (4,25%) y para rTcD3 y rTcD6, respectivamente,
en las muestras negativas. Asimismo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos antigenos en cuanto a su capacidad

diagndstica.
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Figura 34. Representacion grafica de los indices de reactividad (IR) de los antigenos rTcD3 y
rTcD6 en el estudio de Fase I (paneles izquierdos) junto con sus respectivas curvas ROC
(paneles derechos). El valor de corte del IR se estableci6 en 1,00 (linea discontinua) y la zona de
datos no concluyentes (valores de IR de 1,0+0,10) se represent6 con un area gris. Cada punto en
el grafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes reflejan la mediana y el rango
intercuartil. El analisis estadistico se evalué mediante la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney (****p < 0,0001). T. cruzi-Pos, muestras positivas para la EChc; T. cruzi-Neg, muestras
negativas para la EChc.

Los parametros de desempefio obtenidos individualmente para cada antigeno
se encuentran resumidos en la Tabla 16. La proteina rTcD3 alcanzd una sensibilidad
del 90,77% y especificidad del 92,20% mientras que rTcD6 exhibi6 sensibilidad del
92,79% vy especificidad del 93,61%. No se hallaron diferencias estadisticamente

significativas entre los antigenos cuando se compararon los valores de sensibilidad
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y especificidad. La precision maxima (93,04%) se alcanzé con rTcD6, mientras que
rTcD3 obtuvo un valor ligeramente mas bajo (90,77%). Segun el indice de Youden
(J), ambas moléculas presentaron una destacada capacidad discriminatoria con
valores superiores al 80,00%. El coeficiente Kappa de Cohen mostré concordancia
sustancial (r'TcD3) y casi perfecta (rTcD6) con las pruebas de referencia. El indice

diagnosis odds ratio fue de 111,16 para TcD3y 242,37 para rTcD6.

Parametros de desempeiio rTcD3 rTcD6
94,90 95,40
AUC (%
(%) 1C 95% [92,79 - 96,92] 1C 95% [93,12 - 97,69]
90,77 93,10
SEN (%)
1C 95% [87,05 - 93,59] IC 95% [89,85 - 93,35]
ESP (%) 92,20 93,60
(1)
IC 95% [86,47 - 96,04] 1C 95% [88,23 - 97,04]
90,77 93,04
ACC (%
(%) 1C 95% [87,73 - 93,13] 1C 95% [92,72 - 95,36]
) 82,67 86,64
Kaooa 80,52 86,14
PP 1C 95% [74,82 - 86,29] IC 95% [78,52 - 88,92]
DOR 111,63 242,37
1C 95% [54,37 - 227,30] IC 95% [106,89 — 549,65]

Tabla 16. Parametros de rendimiento obtenidos para rTcD3 y rTcDé6en la Fase I de estudio.
AUC, érea bajo la curva; SEN, sensibilidad; ESP, especificidad; ACC, precision; J, indice de
Youden; DOR: diagnosis odds ratio; Kappa, coeficiente Kappa de Cohen; IC 95%, intervalo de
confianza de 95%.

En resumen, tanto rTcD3 como rTcD6 demostraron ser eficaces para el
diagnostico de la infeccién por T. cruzi, con ligeras diferencias en sus parametros de

rendimiento.

Por otro lado, ademads del desempefio individual de cada molécula, se analizé el
desempefio diagnostico en serie y en paralelo, empleando los resultados
individuales obtenidos de las pruebas de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA. Segin el esquema
en serie, la sensibilidad fue menor a 85,00% mientras que la especificidad alcanzo
valores del casi 100%. Nuevamente, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los antigenos cuando se compararon los valores de sensibilidad
y especificidad. En lo que respecta a la precision, el valor alcanzado fue del 92,76%.

Por otro lado, los valores de sensibilidad aumentaron a 99,00% cuando se utilizé un
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esquema en paralelo, aunque esto se acompané de una disminucién en el valor de

especificidad. La precision obtuvo un valor de 91,60%.

Aproximacion SEN ESP ACC
INDIVIDUAL % % %
TeD3 90,77 92,20 90,77
1C 95% [87,05 - 93,59]  1C 95% [86,47 —96,04]  IC 95% [87,73 - 93,13]
TeDe 92,79 93,62 93,04
1C 95% [89,47 - 95,33]  1C95% [88,23 ~97,04]  1C 95% [92,72 — 95,36]
SERIE % % %
84,23 99,39 92,76
rTED3+rTeD6 10504 [79,95-92,62]  1C95% [98,81 -99,76]  IC95% [90,09 - 94,96]
PARALELO % % %
TeD3 4 rTeDe 99,50 85,70 91,60

I1C95% [98,70 - 99,90] IC95% [79,30 - 90,30] IC95% [87,7 - 94,5]

Tabla 17. Analisis del rendimiento diagnodstico de rTcD3 y rTcDé6 considerando una
aproximacion individual, en serie y en paralelo. SEN, sensibilidad; ESP, especificidad; ACC,
precision; IC 95%, intervalo de confianza de 95%.

6.10.3 Rendimiento diagnostico de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA segun diferentes
regiones endémicas para la EChc.

Una limitacién crucial que exhiben las pruebas actualmente disponibles para el
diagnéstico serologico de la EChc es la dificultad para mantener un rendimiento
diagnéstico consistente en las diversas regiones geograficas donde esta afeccion es
endémica. Esto se debe principalmente al elevado polimorfismo existente entre las
cepas de T. cruzi en diversas regiones de América Latina y la diversidad de Acs
desarrollados por los individuos infectados (Truyens et al., 2021). Por lo tanto, para
evaluar la heterogeneidad en el reconocimiento de rTcD3 y rTcD6, se compararon
los valores de IR y sensibilidad al separar las muestras de individuos T. cruzi-
positivos segin su procedencia, a saber: Argentina (n = 191), Bolivia (n = 53),
Colombia (n = 36), El Salvador (n = 8), México (n = 25), Paraguay (n = 14) y EE. UU.
(n = 6). Los resultados revelaron diferencias estadisticamente significativas en la
sensibilidad y los valores de IR de rTcD3 cuando se comparé Argentina con México.
Al mismo tiempo, se encontré una comparacion estadisticamente significativa de
Argentina y Bolivia con El Salvador (Figura 35). En cambio, no se hallaron

diferencias para rTcD6 (Figura 35).
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Mediana IR SEN [IC 95% ] Mediana IR SEN [IC 95%]
ARG | 1.66+0.58 92.67% [88.08% - 95.26%] ARG | 1.48+1.07 95.29% [91.29% - 97.50%)]
BOL | 1.63+064 92.45% [82.14% - 97.03%] BOL | 1.58+0.97 94.34% [84.63% - 98.46%]
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SAL | 1.05+029 62.50% [30.57% - 86.32%] SAL | 149+£061  100% [67.56% - 100%]
MEX | 1.32 036 84.00% [65.35% - 93.60%] MEX | 1.58+0.63 92.00% [75.03% - 98.58%]
PAR | 128+062 78.57% [52.41% - 92.43%] PAR | 1.0940.76 85.71% [60.06% - 97.46%]
USA | 1.21+021 83.33% [43.65% - 99.15%] USA | 1.5810.44 100% [60.97% - 100%]

Figura 35. Evaluacion del desempeiio diagnéstico de las proteinas rTcD3 y rTcD6 segun pais
de origen de las muestras de plasma. El valor de corte del IR se estableci6 en 1,00 (linea
discontinua) y la zona de datos no concluyentes (valores de IR de 1,0+0,10) se representd con un
area gris. Cada punto en el grafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes
reflejan la mediana y el rango intercuartil. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones multiples de Dunn (*p < 0,05; **p
< 0,01). Los paneles inferiores detallan la mediana del IR y la sensibilidad segun pais. ARG,
Argentina; BOL, Bolivia; COL, Colombia; MEX, México; PAR, Paraguay; SAL, El Salvador; EE.
UU., Estados Unidos; IR, indice de reactividad; SEN, sensibilidad; IC 95%, intervalo de confianza
de 95%.

6.10.4 Rendimiento diagnostico de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA en pacientes con
distintas formas clinicas de la EChc.

La utilizacién de antigenos recombinantes es recomendada en el contexto del
serodiagnéstico de la EChc ya que incrementa la sensibilidad y especificidad
pruebas serologicas (Santos et al., 2016b; Candia-Puma et al., 2022; Serrano et al.,
2024). No obstante, el perfil de reactividad puede fluctuar con la progresiéon y la
sintomatologia de la enfermedad (Longhi et al., 2012). Teniendo esto en
consideracion, se ampliaron los estudios para determinar si los valores de IR y
sensibilidad variaban en funcién del perfil clinico de los pacientes con EChc. Para

ello, las muestras de plasmas de pacientes con EChc originarios de Argentina,
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indice de reactividad (IR)

Bolivia y Paraguay se agruparon segun si los individuos presentaban (G1, n = 136) o
no (GO, n =122) manifestaciones clinicas de la enfermedad. Cabe aclarar que sdlo se
emplearon las muestras provenientes de los paises mencionados anteriormente
debido a que presentaban una mejor caracterizacion clinica y epidemiologica. Los
resultados mostraron que los plasmas de pacientes pertenecientes al grupo Gl
arrojaron un valor de IR mas alto en comparacién con aquellos del grupo GO para

ambas proteinas (Figura 36). A pesar de esta tendencia, los hallazgos no fueron

estadisticamente significativos.
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Figura 36. Evaluacion del desempeiio diagnéstico de rTcD3 y rTcD6 segun las diferentes
formas clinicas de la EChc. El valor de corte del IR se establecié en 1,00 (Iinea discontinua) y la
zona de datos no concluyentes (valores de IR de 1,0+0,10) se representd con un area gris. Cada
punto en el gréafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes reflejan la mediana
y el rango intercuartil. El andlisis estadistico se evalué mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. GO, pacientes con EChc sin sintomatologia clinica; G1, pacientes con EChc con
trastornos cardiacos o gastrointestinales. Los paneles inferiores detallan la mediana del IR y la
sensibilidad segin forma clinica de la enfermedad. RI, indice de reactividad; SEN, sensibilidad;
IC 95%, intervalo de confianza de 95%.
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6.10.5 Analisis combinatorio de resultados positivos.

De las 333 muestras plasmaticas positivas para la EChc, 42 (12,61%) mostraron
resultados discordantes, 4 (1,20%) fueron falsos negativos tanto para rTcD3 como
para rTcD6 y 287 (86,16%) fueron verdaderamente positivos para ambas proteinas
durante el estudio de la Fase I. Entre los resultados discordantes, 27 muestras fueron

positivas sélo para rTcD3y 15 s6lo para rTcD6 (Figura 37).
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Figura 37. Analisis grafico de la evaluacion combinatoria utilizando los antigenos
recombinantes TcD3 (rTcD3) y TcD6 (rTcD6) para muestras T. cruzi positivas durante la Fase
I

6.11 Ensayo de ELISA indirecto - Fase I1

6.11.1 Estandarizacion de los componentes del ELISA indirecto.

Los estudios de Fase II presentados durante este trabajo de Tesis fueron
realizados en colaboracion con el Dr. Fred Luciano Neves Santos en el Instituto
Gongalo Moniz (FIOCRUZ), Salvador de Bahia, Brasil. Para llevar a cabo los ensayos
posteriores, fue necesario estandarizar nuevamente las condiciones del ELISA
indirecto. Por lo tanto, el experimento de optimizacion se realizé utilizando 5, 10,
20, 40, 80 y 160 ng de ambas proteinas (rTcD3 y rTcD6) por pocillo y diluyendo las
muestras de plasma 100 y 200 veces. En estas condiciones, el Ac conjugado se utilizé

diluido 20.000, 40.000 y 80.000 veces.
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La estandarizacion comenzd con el antigeno rTcD3. Conforme lo demostrado
en la Tabla 18, la mejor diferencia entre muestras negativas y positivas se obtuvo
con 10 ng de antigeno por pocillo, muestras de plasma diluidos 1/100 y Ac conjugado
en una dilucién 1/:80.000. En estas condiciones, la molécula fue capaz de distinguir

entre pooles negativos y positivos con un valor de S/N mayor a 5,00.

A Cantidad de OD a 450 Dilucion plasma
conjugado antlger‘loz nm 1/100 1/200
ng/pocillo

(P) 2,04 1,51

5 (N) 0,59 0,45

S/N ratio 3,45 3,34

(P) 2,31 1,47

10 (N) 0,71 0,35

S/N ratio 3,28 4,26

(P) 2,30 1,55

20 (N) 0,71 0,38

S/N ratio 3,24 4,12

1/20.000 @) 2,93 114
40 (N) 0,82 0,50

S/N ratio 2,73 2,29

(P) 2,29 1,43

80 (N) 0,81 0,75

S/N ratio 2,83 1,91

P) 2,44 1,48

160 (N) 1,13 0,72

S/N ratio 2,16 2,04

(P) 1,10 0,66

5 (N) 0,22 0,14

S/N ratio 5,02 4,68

(P) 1,03 0,56

10 (N) 0,21 0,15

S/N ratio 4,85 3,82

(P) 0,75 0,60

20 (N) 0,20 0,16

S/N ratio 3,83 3,66

1/40.000 (P) 1,21 0,55
40 (N) 0,46 0,28

S/N ratio 2,63 1,98

(P) 1,14 0,51

80 (N) 0,51 0,32

S/N ratio 2,22 1,57

(P) 1,12 0,43

160 (N) 0,56 0,39

S/N ratio 1,99 1,12

(P) 1,00 0,64

1/80.000 ™) 0.21 —
S/N ratio 4,68 4,68

10 (P) 1,16 0,53
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20

40

80

160

(N) 0,22 0,13
S/N ratio | 5,31 4,19
(P) 1,06 0,69
(N) 0,24 0,19
S/N ratio 4,40 3,66
(P) 0,73 0,37
(N) 0,23 0,11
S/N ratio 3,26 3,46
(P) 0,65 0,49
(N) 0,25 0,15
S/N ratio 2,57 3,30
(P) 0,72 0,46
(N) 0,29 0,16
S/N ratio 2,46 2,87

Tabla 18. Optimizacion del ensayo de ELISA indirecto con rTcD3 durante la Fase II. Se indica
la dilucién del Ac conjugado, la cantidad de proteina por pocillo, la DO a 450 nm de las muestras
positivas (P), negativas (N) y la relacion signal to noise entre ambos (S/N) junto con las diferentes

diluciones del plasma. La relaciéon S/N mas alta es remarcada en color rojo.

A continuacién, la proteina rTcD6 fue estandarizada bajo las mismas

condiciones (Tabla 19).

e Cantfdad de 0D 2 450 Dilucién plasma
conjugado antlgel.lo: nm 1/100 1/200
ng/pocillo

(P) 2,57 2,22

5 (N) 0,80 0,31

S/N ratio 3,21 7,17

(P) 2,57 2,19

10 (N) 0,61 0,32

S/N ratio 4,19 6,85

(P) 2,56 2,05

20 (N) 0,69 0,30

S/N ratio 3,72 6,93

1/20.000

(P) 2,18 1,44

40 (N) 0,76 0,52

S/N ratio 2,86 2,76

(P) 2,33 1,69

80 (N) 0,76 0,59

S/N ratio 3,08 2,84

(P) 2,49 1,42

160 (N) 0,69 0,46

S/N ratio 3,60 3,10

P) 1,84 1,06

1/40.000 5 (N) 0,44 0,22
S/N ratio 4,20 4,85

128



(P) 1,71 1,31

10 (N) 0,39 0,31
S/N ratio 4,37 4,17
(P) 1,68 1,25
20 (N) 0,43 0,28
S/N ratio 3,90 5,10
(P) 1,65 1,10
40 (N) 0,42 0,27
S/N ratio 3,90 4,09
(P) 1,35 0,92
80 (N) 0,43 0,30
S/N ratio 3,12 3,03
(P) 1,42 0,96
160 (N) 0,51 0,29
S/N ratio 2,78 3,27
(P) 1,00 0,64
5 (N) 0,21 0,11
S/N ratio 4,69 5,99
(P) 1,12 0,53
10 (N) 0,21 0,10
S/N ratio | 5,46 5,32
(P) 1,07 0,69
20 (N) 0,25 0,19
S/N ratio 4,30 3,66

1/80.000
(P) 0,94 0,69
40 (N) 0,22 0,22
S/N ratio 4,22 3,20
(P) 1,02 0,68
80 (N) 0,32 0,24
S/N ratio 3,15 2,89
(P) 0,90 0,71
160 (N) 0,33 0,23
S/N ratio 2,78 3,15

Tabla 19. Optimizacion del ensayo de ELISA indirecto de rTcD6 durante la Fase II. Se indica la
dilucién del Ac conjugado, la cantidad de proteina por pocillo, la media aritmética de la DO a 450
nm de las muestras positivas (P), negativas (N) y la relacion signal to noise entre ambos (S/N) junto
con las diferentes diluciones del plasma. La relacién S/N ma4s alta es remarcada en color rojo.

Segin se desprende de la Tabla anterior, las condiciones consideradas
satisfactorias se alcanzaron con una concentraciéon de antigeno de 10 ng, una
dilucién de plasma de 1/100 y del conjugado de 1/80000. En estas circunstancias, la
proteina rTcD6 también logré diferenciar de manera precisa los pools negativos y

positivos, con un valor superior a 5,00. Es esencial destacar que, aunque para rTcD6
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se observan condiciones en las cuales el valor de la relacion sefal/ruido (S/N ratio)
supera los considerados 6ptimos (por ejemplo, en la condicién de antigeno de 5 ng,
una dilucién de plasma de 1/200 y del conjugado de 1:20.000), estos no cumplen con
el criterio de que la media aritmética de los pooles negativos sea menor a 0,250 y/o la
media arimétrica de los pooles positivos sea mayor a 1,00; por lo tanto, no fue la

condicién de eleccion.

6.11.2 Calculo del tamafio muestral y caracterizacion de paneles seroldgicos.

Las muestras de plasmas que constituyeron el panel serolégico de la Fase II se
obtuvieron tal como se describe en la seccién 5.29.1 de Materiales y Métodos. El disefio
muestral determind un minimo de 319 muestras positivas y 319 negativas para la EChc

para obtener resultados estadisticamente significativos (Figura 38).
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Figura 38. Asociacion entre el tamafio de la muestra y el poder estadistico para una
correlacion de 0,2, con un a 0,05. Se detalla el nimero muestral (n) sugerido para alcanzar un
poder del 0,99 (99%).

En esta instancia, se incluyeron un total de 405 muestras T. cruzi-positivas de
areas endémicas y no endémicas de Brasil, junto con 530 muestras T. cruzi-negativas
provenientes de las mismas. La distribucién de donantes por estados se detalla en

la Figura 39.
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Bahia
Muestras T. cruzi - Positivas
n=(297)
Muestras T. cruzi - Negativas
n=(131)

TOTAL: 428 MUESTRAS

Goias
Muestras T. cruzi - Positivas
n=(19)

Muestras T. cruzi - Negativas
n=(11)

TOTAL: 30 MUESTRAS

Mina Gerais
Muestras T. cruzi - Positivas
n =(20)
Muestras T. cruzi - Negativas
n=(10)
TOTAL: 30 MUESTRAS

Pernambuco
Muestras T. cruzi - Positivas
n=(20)

Muestras T. cruzi - Negativas
n = (330)

TOTAL: 350 MUESTRAS

| Parana
‘ Muestras T. eruzi - Positivas
n =(29)
Muestras T. cruzi - Negativas
n=(0)
TOTAL: 20 MUESTRAS

Figura 39. Distribucion geografica de las muestras analizadas durante la Fase II oriundas de
Brasil. Se detalla el nimero de muestras T. cruzi-positivas y negativas provenientes de individuos
nacidos en los estados indicados.

6.11.3 Rendimiento diagnostico de rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA - Fase I1.

El panel seroldgico descripto anteriormente fue utilizado para determinar si
estos antigenos conservaban su rendimiento diagnostico al ser sometidos a una
cohorte mas extensa de pacientes proveniente de otra region geografica, empleando
las condiciones definidas en la seccién 7.3.1. E1 AUC en las curvas de ROC para
rTcD3 fue 92,89% y para rTcD6 de 92,11% (Figura 40, paneles derechos), lo cual
indica que estos antigenos presentaron un excelente potencial diagnostico. Por otro
lado, se hallaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon
los valores de IR obtenidos de las muestras positivas con aquellos derivados de las
muestras negativas (Figura 40, paneles izquierdos; los datos individuales estan
disponibles en el Apéndice). Al analizar las muestras positivas para T. cruzi, si bien
rTcD3 presento el valor de IR (1,61 + 0,52) mas alto en comparacion a rTeD6 (1,51 +

0,73), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Con respecto a las
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muestras negativas para T. cruzi, los valores de IR estuvieron por debajo de 0,5 para
ambos antigenos (0,45 + 0,23 para rTcD3 y 0,45 + 0,22 para rTcD6). Teniendo en
cuenta la zona gris (valores de IR de 1,0+0,10), se observo que 13 (3,95%) y 16
(4,86%) muestras T. cruzi-positivas fueron caracterizadas como no concluyentes
cuando se utilizaron las proteinas rTcD3y rTcD6, respectivamente. Asimismo, sélo
1 (0,18%) muestra T. cruzi-negativa ensayada con estas proteinas presenté
resultados dentro del margen inconcluso. Al igual que lo observado en Fase I, no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en la capacidad diagnéstica

entre ambas proteinas.

| rTcD3 |
w
1004
6 | kkkk I g 3
]
&
— 5_
14 0
= g 75
3 g
T 44 (1]
2 j
=]
7] > 4
8
S E
E 3
14 -mmmn B ; 2
o
‘0
04 G 0 -
T. cruzi-p T cruzi-N ? 100 7 i ' ;
. Cruzi=r'os . Cruzi—iNed
(R =406 (A =536)° S S0 2 0
Muestras 1 - Especificidad [Tasa de Falsos Positivos]
rTcD6 |
FRkk 8 100+ . |
6+ T 1 2
®
e
e 57 7}
= © 757
o
g [
S 4- =
2 =
T (]
—
P -
© 0
3 E
2 3%
B
a
g
o 0+
T. cruzi-Pos T cruzi-Ne ® 1CI)0 7I5 5ID 2l5 CI)
. cruzi— . cruzi-!
(n = 406) (n= 536)g L .
Muestras 1 - Especificidad [Tasa de Falsos Positivos]

Figura 40. Representacion grifica de los indices de reactividad (IR) de los antigenos rTcD3 y
rTcD6 en el estudio de Fase II (paneles izquierdos) junto con sus respectivas curvas ROC
(paneles derechos). El valor de corte del IR se estableci6 en 1,00 (linea discontinua) y la zona de
datos no concluyentes (valores de IR de 1,0+0,10) se represent6 con un area gris. Cada punto en

132



el grafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes reflejan la medianay el rango
intercuartil. El analisis estadistico se evalué mediante la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney (****p < 0,0001). T. cruzi-Pos, muestras positivas para la EChc; T. cruzi-Neg, muestras
negativas para la EChc.

Los pardmetros de rendimiento para cada antigeno se detallan en la Tabla 20. La
sensibilidad exhibi6 valores de 79,51% y 81,48% para rTcD3 y rTcD6, respectivamente.
En referencia a la especificidad, ambas moléculas mostraron un valor de 97,92%.
Finalmente, la precision arroj6 un valor de 89,95% para rTcD3 y del 90,80% para rTcDé.
En lo que respecta al indice de J, ambas moléculas exhibieron valores mas moderados
en comparacion con la Fase I. No obstante, ambos antigenos mantienen una destacada

capacidad discriminatoria con valores mayores al 77,00%.

Parametros de desempeiio rTcD3 rTcD6
92,89 92,11
AUC (%
%) IC 95% [90,82 - 94,95] IC 95% [89,97 - 94,26]
79,51 81,84
SEN (%)
IC 95% [75,31 - 83,15] IC 95% [77,41 - 84,96]
97,92 97,92
ESP (%)
IC 95% [96,32 - 98,84] IC 95% [96,32 - 98,84]
89,95 90,80
ACC (% ’ ’
(%) IC 95% [87,85 - 91,71] IC 95% [88,78 - 92,49]
J (%) 77,43 79,41
RV + 38,30 39,25
IC 95% [21,30 - 68,89] I1C 95% [21,83 - 70,58]
RV 0,209 0,189
IC 95% [0,173 - 0,254] IC 95% [0,154 - 0,232]
Kappa 80,52 80,91
PP 1C 95% [74,82 - 86,29] 1C 95% [77,06 - 84,75]
183,04 207,60
DOR

IC 95% [96,12 — 348,56]

IC 95% [108,62 - 396,74]

Tabla 20. Parametros de rendimiento obtenidos para cada una de las proteinas
recombinantes durante la Fase II de estudio. AUC, area bajo la curva; SEN, sensibilidad; ESP,
especificidad; ACC, precision; J, indice de Youden; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor
predictivo negativo; RV+, razén de verosimilitud positiva; RV-, razén de verosimilitud negativa;
DOR, diagnosis odds ratio; Kappa, coeficiente Kappa de Cohen; IC 95%, intervalo de confianza de
95%.

Para determinar de forma mas precisa la probabilidad de los antigenos para
diagnosticar la EChc, se calcularon las razones de verosimilitud positivas (RV+) y
negativas (RV-). La proteina rTcD6 presenta una mayor probabilidad positiva con una
RV+ estimada de 39,34 seguida por rTcD3 con una probabilidad positiva estimada de
38,22. En relacién a la RV-, la mas baja fue para rTcD6 (RV-: 0,185) seguido por rTcD3

(RV-: 0,209). Asimismo, al igual que en la Fase I, el coeficiente Kappa de Cohen revel
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una concordancia sustancial (rTcD3) y casi perfecta (rTcD6) con las pruebas de
referencia. Por dltimo, el indice DOR de las proteinas rTcD3 y rTcD6 fueron 183,7 y

208,8, respectivamente.

Por otro lado, ademas de evaluar el rendimiento individual de cada molécula, tal
como se hizo durante la Fase I, se examin su capacidad diagndstica tanto en un enfoque
en serie como en paralelo, utilizando los resultados individuales de las pruebas de
rTcD3/rTeD6 IgG-ELISA obtenidos en la Fase I1. Bajo el enfoque en serie, la sensibilidad
disminuy¢ al 65,00%, mientras que la especificidad alcanzé el 100%. En cuanto a la
precision, se obtuvo un valor del 84,72%. Por otro lado, bajo un enfoque en paralelo, la
sensibilidad se elevo al 99,00%, aunque esto conllevé una reduccién en la especificidad.

Respecto a la precision, se registrd un valor del 96,00%, superando lo observado en la

Fase I.
Aproximacion SEN ESP ACC
INDIVIDUAL % % %
TeD3 79,51 97,92 89,95
1C95% [75,31 - 83,15] IC 95% [96,32 — 98,84] IC 95% [87,85 — 91,71]
reDe 81,48 97,92 90,80
IC 95% [77,41 - 84,96] 1C 95% [96,32 — 98,84]  IC 95% [88,78 — 92,49]
SERIE % % %
64,78 99,96 84,72
TeD3 + rTeD6
r e 1C 95% [58,29 — 70,65] 1C 95% [99,86 —99,99]  IC 95% [81,86 — 87,28]
PARALELO % % %
99,50 84,90 96,00
rTcD3 + rTcD6

IC95% [98,70 - 99,90] IC95% [79,30 - 90,30] IC95% [93,50 - 97,60]

Tabla 21. Analisis del rendimiento diagnostico de las proteinas rTcD3 y rTcD6 considerando
una aproximacién individual, en serie y en paralelo. SEN, sensibilidad; ESP, especificidad;
ACC, precision.

En conjunto estos datos respaldaron los resultados obtenidos durante la Fase I,
confirmando que ambos antigenos derivados de Tc323 mantienen su eficacia
diagndstica para distinguir entre muestras positivas y negativas para la EChc con

elevados pardmetros de desempefio.

6.11.4 Analisis combinatorio de resultados positivos.

De las 406 muestras plasmaticas positivas para la EChc, 46 (11,33%) mostraron

resultados discordantes, 54 (13,30%) fueron falsos negativos y 305 (75,12%) fueron
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verdaderamente positivos durante el estudio de la Fase II. Entre los resultados
discordantes, 18 muestras fueron positivas sdlo para rTcD3y 28 sélo para rTcD6 (Figura

41).

305

300+

200+

100+

Tamarnio de interseccién
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rTcD3

rTcD6 @

Figura 41. Analisis grafico de la evaluacion combinatoria utilizando los antigenos
recombinantes TcD3 (rTcD3) y TcD6 (rTcD6) para muestras T. cruzi-positivas durante la Fase
II.

6.11.5 Analisis de reactividad cruzada.

La probabilidad de reactividad cruzada con otros patbgenos, especialmente
Leishmania spp., plantea un desafio importante para la especificidad de los ensayos
seroldgicos que se utilizan actualmente para el diagnéstico de la EChc (Tavares Daltro
et al., 2019). En consecuencia, se incluyeron 804 muestras de plasma de donantes
portadores de otras enfermedades infecciosas, definidas por sus diagndsticos
seroldgicos, para evaluar la reactividad cruzada: COVID-19 (n = 10), dengue (n = 21),
esquistosomiasis (n = 45), filariosis (n = 50), lepra (n = 15), virus de la hepatitis B (VHB;
n=78), virus de la hepatitis C (VHC; n =49), virus de lainmunodeficiencia humana (VIH;
n = 76), virus linfotrépico de células T humanas I/II (VTLH; n = 43), leishmaniasis
cutanea (n = 65), leishmaniasis visceral (n = 95), leptospirosis (n = 97), rubeola (n = 16),
sifilis (n = 110), toxoplasmosis (n = 31), estrongiloidiasis (n = 3). Se detect6 reactividad
contra rTcD3 en el 0,62% (5/804) de las muestras analizadas (leishmaniasis visceral: 2;

leptospirosis: 1; toxoplasmosis: 2), mientras que con rTcD6 fueron reactivas el 0,87%
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(7/804) de las muestras analizadas (leishmaniasis visceral: 4; leptospirosis: 1;
toxoplasmosis: 2), tal como se representa en la Figura 42 (los datos individuales estan
disponibles en el Apéndice). Al considerar la zona gris (valores de IR de 1,0+0,10), se

observé que sélo el 0,12% (1/804) presentd un resultado no concluyente para rTcD3.
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Figura 42. Representacion grafica de la reactividad cruzada de rTcD3 y rTcD6 con plasma de
individuos portadores de diversas enfermedades infecciosas. El valor de corte del IR se estableci6
en 1,00 (linea discontinua) y la zona de datos no concluyentes (valores de IR de 1,0 £0,10) se representd
con un area gris. Cada punto en el grafico representa el dato de un individuo. Las cajas y los bigotes
reflejan la mediana y el rango intercuartil. El panel lateral derecho detallala mediana del IR de ambas
proteinas segun las distintas enfermedades. IR, indice de reactividad; COV, COVID-19; DEN, dengue;
SCH, esquistosomiasis; FIL, filariosis; LEP, lepra; VHB, infeccién por virus de la hepatitis B; VHC,
infeccién por virus de la hepatitis C; VIH, infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana; VTLH,
infeccion por virus linfotrépico T humano; LEIC, leishmaniasis cutdnea; LEIV, leishmaniasis visceral;
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LEPT, leptospirosis; RUB, rubeola; SYP, sifilis; STRO, estrongiloidiasis; TOXO, toxoplasmosis; IC 95%,
intervalo de confianza de 95%.

6.12 Determinacion del epitope de reconocimiento del Ac scFv 6B6.

Puesto que D3 y D6 fueron las regiones mas inmunogénicas por prediccion, la
siguiente fase se enfoc6 en determinar si alguno de estos dominios era reconocido por
el Ac scFv 6B6. Los resultados mostraron que el Ac no reconocié a rTcD3 ni rTcD6,
mientras que si se detectd reactividad contra Tc323 presente en el lisado de T. cruzi

utilizado como control positivo (Figura 43Ay B).

A . . B scFv 6B6
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Figura 43. Reactividad del Ac scFv 6B6 frente a rTcD3 y rTcD6 mediante ensayo de ELISA y
WRB. (A) ELISA del Ac scFv 6B6 contra extracto celular total de epimastigotes de T. cruzi (Tc; cepa
Dm?28c) (20 ug/mL), rTcD3 (40 ng), rTcD6 (40 ng) y BSA como proteina no relacionada (5 pg/mL).
Los datos se expresan como la DO a 450 nm [media + DS, n = 2]. Las diferencias entre las medias
de unién del scFv 6B6 a Tc, rTcD3 o rTcD6 versus BSA fueron evaluadas mediante ANOVA de un
factor, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunn (****p < 0,0001). Las barras
representan el DS. (B) Un total de 30 pg de lisado total de epimastigotes de T. cruzi (Tc; cepa
Dm?28c) y 2 ug de las proteinas rTcD3 y rTcD6 fueron separados por SDS-PAGE (8%), transferidos
a una membrana de nitrocelulosa e incubados con el Ac scFv 6B6. La deteccion se llevé a cabo
mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL. Los marcadores de peso molecular
(MM; expresados en kDa) se indican a la izquierda.

En funcidn de los resultados obtenidos, se realizé una simulacion in silico de la
interaccién nativa entre scFv 6B6 y Tc323 a fin de identificar los sitios de unién entre
ambos. Para ello, las estructuras aminoacidicas de ambas proteinas fueron
sometidas al servidor en linea HADDOCK v2.0 para su acoplamiento. Como

resultado, se identificaron dos sitios de interaccién predichos entre scFv 6B6 y Tc323
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(clusteres). El cluster N°1 mostro valores positivos de HADDOCK y Z-score, por lo que
fue descartado, mientras que el cluster N°2 present6 valores negativos para estos
parametros y fue seleccionado para un analisis mas detallado. El puntaje HADDOCK
se calculé como una combinacién de las fuerzas de van der Waals, electrostaticas, de
desolvatacion empirica y de restriccion, junto con el buried surface area (bsa). El Z-
score general de calidad del modelo se representa por el nimero de desviaciones
estandar del promedio hacia un clister particular. Adicionalmente, el parametro
bsa, que mide la cantidad de la superficie de la proteina sin contacto con el agua,
mostré un valor positivo elevado para este cluster, indicando que el complejo
estructural es compacto. El mejor complejo estructural de este clister se descargd
como un archivo PDB y se visualiz6 utilizando el software PyMOL v2.5.7. Como se
esquematiza en la Figura 44, los residuos A165, D204, E223, F193, G212, K229, R186,
S189 y S214 del Ac scFv 6B6, asi como G2252, G2307, K2262, N2266, N2183, N2271,
P2275, Q2104 y S2144 de Tc323 (correspondientes al D5), se identificaron como

responsables de la interacciéon Ag-Ac, respectivamente.

Parameters Value

Puntaje HADDOCK -57.41£103
Tamafio del clister 2
RMSD 1.9+13
Energia de Van der Waals -430x4.2
Energia electrostatic -108.3+39.3
Energia de desolvatacion -82+17
Energia de violacion de restricciones 16.3+6.02
Buried surface area 2041.4 +283.4
Z-Score -1

Figura 44. Analisis de acoplamiento molecular entre el Ac scFv 6B6 y Tc323. La tabla presenta
las puntuaciones obtenidas en la simulacién de la interaccién entre Tc323 y el Ac scFv 6B6
mediante el programa HADDOCK (panel derecho). El complejo proteina-proteina reveld
interacciones superficiales entre Tc323 (en azul) y scFv 6B6 (en marroén claro), visualizadas a
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través del software PyMOL. Los residuos clave involucrados en las interacciones ligando-
proteina se destacan en un diagrama de cinta en una vista detallada en el recuadro (panel
izquierdo).

El siguiente paso consistié en evaluar experimentalmente la informacién
obtenida de la simulacién in silico anterior. Para ello, nuevamente se utilizo el
ensayo de WB, empleando un lisado bacteriano que expresaba a la proteina
recombinante D5 (ver Figura 25) dado que no fue posible su purificacion mediante
cromatografia de afinidad utilizando su tag de histidinas. Los resultados mostraron

s6lo reactividad del Ac scFv 6B6 contra Tc323 presente en el lisado de T. cruzi

utilizado como control positivo (Figura 45).
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Figura 45. Reactividad del Ac scFv 6B6 frente a rTcD5 mediante ensayo de WB. Un total de 30
ug de lisado de epimastigotes de T. cruzi (Tc; cepa CL-Brener) y 10 uL de extracto celular inducido
de bacterias BL21(DE3) pLysE transformadas el vector pRSET-A(D5) (rTcD5) fueron separados
por SDS-PAGE (8%), transferidos a una membrana de nitrocelulosa e incubados con el Ac scFv
m6B6. La deteccion se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL.
Los marcadores de peso molecular (MM; expresados en kDa) se indican a la izquierda.

A partir de estos resultados, se hipotetizo que el epitope reconocido por el Ac
6B6 podria requerir modificaciones postraduccionales (MPTs) generadas por el
parasito. Para confirmar esta hipétesis, el dominio 5 se expresé de manera
recombinante en el citoplasma del kinetoplastido L. tarentolae. Asi, inicialmente se
generé la construccién pLEXSY-Ible3-D5 mediante la amplificacién de dicho

fragmento a partir de epimastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c), la cual fue confirmada
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por digestion con enzimas de restriccion (Figura 46) y su identidad por

secuenciacién.
pLEXSY
-Ible3(D5)
Xhol/
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Figura 46. Confirmacion del plasmido pLEXSY-Ible3 recombinante mediante digestion con
enzimas de restriccion. La construccion pLEXSY-Ible3-D5 fue doblemente digerida con las
enzimas de restriccién detalladas en la Figura. Una muestra de construccidon plasmidica sin
digerir (-) fue utilizada como control. La flecha indica el vector pLEXSY-Ible3 sin inserto (~7300
pb) mientras que el circulo sefiala la posicién del fragmento D5 liberado tras la digestiéon. Los
marcadores de pares de bases (MM) (expresados en pb) se indican a la izquierda

Una vez confirmada su obtencion, el vector recombinante pLEXSY-Ible3(D5) se
aislé mediante midipreparaciones y luego se digiri6 con la enzima Swal. Este
proceso favorece la integracion de la construccién por recombinacién homdloga en
el genoma de L. tarentolae, ademas de descartar los elementos del plasmido que sélo

son necesarios para su replicacién en E. coli (Figura 47).
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Figura 47. Linealizacion del plasmido recombinante pLEXSY-Ible3(D5). La construccién
pLEXSY-Ible3-D5 se digiri6 con la enzima de restriccién detallada en la Figura. Una muestra de
construccién plasmidica sin digerir (-) fue utilizada como control. Para el caso particular del
carril “pLEXSY-Ible3(D5)”, la flecha indica el plasmido linealizado luego de la digestién (~8400
pb) mientras) y el circulo la liberacion de los elementos de replicacion en E. coli (~2000 pb). Los
marcadores de peso molecular (MM) (expresados en pb) se indican a la derecha.

Luego de obtener el vector linealizado, el siguiente paso consistié en utilizar
el mismo para transfectar ala cepa T7TR de L. tarentolae. Los parasitos transfectados
se cultivaron con el antibidtico de seleccion Bleomicina (o su analogo Zeocina),
hasta lograr la ausencia de crecimiento de los cultivos controles. El andlisis de
expresion heteréloga del dominio D5 se realizé por ensayos de WB, tomando una
muestra del cultivo recombinante tras el agregado de Tetraciclina como agente
inductor e incluyendo el correspondiente cultivo sin inducir. A pesar de multiples
intentos, no fue posible confirmar, mediante ensayos de WB, la expresion del
dominio proteico utilizando un Ac dirigido contra su tag de fusién 6xHis. Sin
embargo, se corroboro la transfeccion exitosa de los promastigotes de L. tarentolae
mediante la amplificacién del D5 por PCR a partir de ADN gendémico (Figura 48A) e

inmunofluorescencia (Figura 48B).
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Figura 48. Confirmacion de la transfeccion de promastigotes de L. tarentolae con la
construccion pLEXSY-Ible3(D5). (A) PCR confirmatoria de la inserciéon de la construccién
pLEXSY-Ible3(D5) en el genoma de L. tarentolae. La midipreparacion utilizada para la
transfeccién (pLEXSY-Ible3 (D5)) y ADN gendémico de T. cruzi (cepa Dm28c) fueron utilizados
como control positivo (C+) de la amplificacién. Como control negativo (C-) se empled para la
amplificacién ADN genémico de promastigotes silvestres de L. tarentolae (L. tarentolae WT). La
flecha indica la posicién de la amplificacién del D5. Los marcadores de peso molecular (MM)
(expresados en pb) se indican a la izquierda. (B) Inmunofluorescencia indirecta de
promastigotes de L. tarentolae transfectados con la construccion pLEXSY-Ible3 (D5) utilizando el
Ac anti-His6X (Invitrogen) (rojo). Los nicleos y kinetoplastos se tifieron con DAPI (azul). Barras:
10 pm.

Una vez confirmada la expresion del D5 en los cultivos de L. tarentolae, el
siguiente paso consistié en verificar, mediante IFI, si efectivamente el Ac 6B6
reconocia al D5 cuando éste era expresado en un organismo eucariota. Tal como se
muestra en la Figura 49 sélo hubo reaccién positiva cuando el Ac chim mé6B6 se
enfrentd a epimastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c), concluyendo que el D5 no seria

el epitope de dicho Ac.
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Figura 49. Inmunofluorescencia indirecta de parasitos recombinantes de L. tarentolae (L.
tarentolae pLEXSY-Ible3(D5) y epimastigotes de T. cruzi cepa Dm28c (Tc). Se utiliz6 el Ac anti-
His6X (Invitrogen) (rojo). Los nucleos y kinetoplastos se tifieron con DAPI (azul). Barras: 10 pm.

En ultima instancia se evalué si, el dominio 5 de manera individual, presentaba
regiones capaces de ser reconocidas por el Ac 6B6 utilizando un enfoque in silico a
través del servidor HADDOCK v2.2. Tal como se observa en la Tabla 11, el tinico
cluster predicho mostré valores positivos de HADDOCK y Z-score. Este resultado
permitié concluir que no existe interacciéon entre ambos, sugiriendo que se
requeriria a Tc323 completa para una uniéon adecuada con el Ac 6B6 con el dominio

Ds.
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Valor

Parametros
Puntaje HADDOCK 45.7+3.3
Tamaflo del cluster 1
RMSD 13.4+0.5
Energia de Van der Waals -21.3+1.3
Energia electrostatica -101.0+ 3.0
Energia de desolvatacién -42+1.5
Energia de violacién de restricciones 0.0£0.0
Buried surface area 713.6 £10.5
1

Z-score

Tabla 11. Analisis de acoplamiento molecular entre el Ac scFv 6B6 y D5. Puntuaciones
obtenidas en la simulacién de la interaccién entre Tc323 y el dominio 5 mediante el programa

HADDOCK.
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7. Discusion

La caracterizacion de proteinas de patdgenos de importancia médica, como T.
cruzi, es relevante porque proporciona informacién sobre diferentes aspectos
bioldgicos del parasito, y permite evaluar sus propiedades para definirlas como
blancos estratégicos de intervencién diagndstica y terapéutica (Lobo et al., 2018).
Con base en este razonamiento, uno de los objetivos principales de este trabajo de
Tesis Doctoral fue la caracterizaciéon molecular y utilidad diagnéstica de una
proteina hipotética de T. cruzi, a la cual se denomind Tc323 en referencia a su peso
molecular. Esta proteina constituye el Ag diana del Ac scFv 6B6, el cual se obtuvo
utilizando bibliotecas de fagos presentadores de fragmentos de las regiones
variables de Acs (scFv), construidas a partir del ADNc de células B de pacientes con

EChc (Niborski et al., 2021)

En una primera etapa de investigacion, mediante la utilizaciéon de un enfoque
de IP seguido de MS, se logr¢ identificar a Tc323 como la proteina diana del Ac 6B6.
Los ensayos de WB demostraron que esta proteina se encuentra con mayor
abundancia en la etapa de epimastigote en comparacion con las otras dos formas de
desarrollo de T. cruzi presentes en los mamiferos. Considerando el complejo ciclo
de vida de este parasito, es esperable que, en el curso de su diferenciacién, cada
estadio exprese un patrén de proteinas especificas de fase, responsables de sus
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y biolégicas, que pudieran tener un rol
importante en la capacidad infecciosa, virulencia y en su supervivencia (Telleria et
al., 2023). En ese sentido, Diaz et al., (2011) utilizando ensayos de electroforesis en
gel bidimensional (2D) acoplada con MS, determinaron que ciertas proteinas de T.
cruzi, relacionadas principalmente con metabolismo glucolitico y ensamble del
citoesqueleto, presentaban una expresion diferencial entre los estadios de
mamiferos. Ademas de lo mencionado anteriormente, también se observaron
niveles de Tc323 variables entre los diferentes linajes estudiados (Tcl, Tcll, TcV y
TcVI), tal como se ha demostrado en otros trabajos de asociacién entre la expresion

proteémica y las diferentes UDTs (Telleria et al., 2010).
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Como aproximacion para dilucidar los aspectos funcionales de Tc323, se
determiné su ubicacion subcelular en los tres estadios de vida principales de T.
cruzi, la cual influye en la funcién de las proteinas al tiempo que determina su
microambiente y las asociaciones con otras moléculas (Scott et al., 2005). En este
sentido, se pudo establecer que Tc323 es una proteina que se localiza en el espacio
intracelular del parasito, exhibiendo un patrén asociado y unido a la membrana. En
linea con este hallazgo, los estudios proteémicos identificaron péptidos de Tc323 en
vesiculas intracelulares de T. cruzi, como los reservosomas o la vacuola contractil
(Sant’Anna et al., 2009; Ulrich et al., 2011). La presencia de una secuencia consenso
para un péptido sefial en el extremo N-terminal, su patréon de localizacion y la
identificacion de esta proteina en el secretoma de T. cruzi (Brossas et al., 2017), han
permitido plantear la hipdtesis de que Tc323 podria transportarse a través de la via
secretora del parasito, promoviendo una respuesta humoral durante la infeccién. A
pesar de que un estudio anterior identificé péptidos de Tc323 en la plasmalema de
epimastigotes, prediciendo una localizacion extracelular (Queiroz et al., 2013),
durante este trabajo no se observo sefial de Tc323 en la superficie de los parasitos
no permeabilizados mediante microscopia. Esta discrepancia podria ser el resultado
de limitaciones intrinsecas y/o diferente sensibilidad metodolégica de estas

herramientas de investigacion que requieren estudios adicionales.

Por otro lado, el analisis filogenético demostro que Tc323 carece de homologos
en otros eucariotas fuera de los kinetoplastidos. La presencia de homologos de esta
proteina solo se restringe a cinco especies de tripanosomas de clados estercorarios,
asi como a T. rangeli y P. confusum de ramificaciéon temprana. A la luz de estos
resultados, se puede inferir que los homélogos de Tc323 son prescindibles para la
mayoria de los tripanosomatidos, pero no para T. cruzi y unas pocas especies
estrechamente relacionadas, no patégenas. Esta observacién plantea la pregunta
sobre qué caracteristica comun a T. cruzi, T. grayi, T. rangeli y T. conorhini podria
explicar una ventaja funcional de Tc323 y sus secuencias homdlogas. Aunque estos
organismos estan filogenéticamente relacionados, T. rangeli, una especie digenética
no patégena con capacidad para infectar diversos mamiferos, tiene un ciclo de vida
que incluye la invasion de las glandulas salivales del insecto vector y se transmite a

través de la saliva (Dario et al., 2021), mientras que T. conorhini, T. grayi, T. theileriy
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T. cruzi colonizan exclusivamente el sistema intestinal de los vectores y son
transmitidos por las heces (Kelly et al., 2017; Bradwell et al., 2018). Ademas, T. grayi,
a diferencia de los otros tripanosomas que infectan mamiferos, tiene como
hospedador vertebrado a los cocodrilos (Kelly et al., 2014). En estas observaciones,
no es evidente una ventaja evolutiva comun a Tc323 y sus homodlogos y, son
necesarios analisis que ayuden a determinar cudl es el rol de esta proteina en el ciclo

de vida de estos parasitos y en la biologia de T. cruzi en particular.

La ausencia de Tc323 en otros protozoarios de importancia sanitaria como T.
bruceiy Leishmania spp. respaldada por evidencia experimental, junto con el elevado
porcentaje de identidad de secuencia entre los distintos linajes de T. cruzi,
permitieron posicionar a esta proteina como un candidato prometedor para el
diagnéstico de la EChc. Para este fin, y luego de intentos fallidos de clonado del gen
completo (~9000 pb), se procedi6 a identificar dominios estructurales de Tc323 a
través del servidor RaptorX que predijo seis dominios estructurales (denominados
D1 a D6) que abarcan en su totalidad a Tc323 con buena calidad de predicciéon. En
consecuencia, se procedi6 a clonar y expresar cada dominio de forma individual, a
excepcion del D2 debido a la longitud del fragmento. No obstante, sélo se logro
expresar de manera exitosa los dominios D3 y D6. Para los dominios restantes, a
pesar de la implementacion de variadas condiciones de induccién y temperatura,
del uso optimizado de codones y de una cepa de E. coli deficiente en la expresion de
endonucleasas, no se logré obtener cantidades de proteina que pudieran ser
detectadas con la tincién de Coomassie Blue. Sélo fue posible visualizar una minima
expresion de estos dominios (visualizacion atribuible a “fugas” de expresion) por
WB, pero donde no se logré distinguir diferencias entre cultivos inducidos y sin
inducir. Este hecho podria explicarse como consecuencia de la toxicidad de D1, D4
y D5, en donde la sobreexpresién de estas regiones podria ser perjudicial para la
proliferacion de las bacterias (Doherty, Connolly y Worrall, 1993; Dong, Nilsson y
Kurland, 1995). Contrariamente, una sobreexpresion heteréloga de los dominios D3
y D6 no supondria un impacto negativo durante el crecimiento de las células
huésped (Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023), lo que explica los altos niveles de
expresion luego del agregado del inductor. En paralelo, se realizé un analisis in silico

para identificar los dominios mds inmunogénicos de Tc323. Actualmente, existen
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numerosos métodos y herramientas para predecir epitopos lineales de células B
(Greenbaum et al., 2007; Sanchez-Trincado et al., 2017). Sin embargo, dado que los
andlisis individuales demuestran limitaciones debido a su falta de precisién y
predicciones deficientes (Sanchez-Trincado et al., 2017; Galanis et al., 2019, 2021), se
opté por un enfoque multiparamétrico que combinara diferentes algoritmos
disponibles en IEDB, para obtener resultados mas precisos. De esta manera, se
predijo en Tc323 diferentes propiedades: accesibilidad a la superficie,
antigenicidad, giro beta, flexibilidad e hidrofilicidad. Como resultado, se
identificaron regiones altamente inmunogénicas de Tc323 en las posiciones de
aminoacidos 1369-1447 y 2635-2983, que corresponden a los dominios D3 y D6,
respectivamente. Esto llevo a la produccion recombinante de estos dominios en un
sistema procariota. En ambos casos, se obtuvieron rendimientos proteicos elevados,
con valores mayores a 1,5 mg/mL. En el caso de rTcD6 se observé una banda
indicativa de la proteina (55 kDa) y otra de baja intensidad con un peso molecular
aproximado de 150 kDa, que podria corresponder a la trimerizacion de la proteina
en las etapas previas de expresion, purificacion o almacenamiento. Sin embargo,
esta agregacion podria ser beneficiosa en términos de sensibilidad y especificidad
de un ensayo diagnostico, potenciando la unién Ag-Ac como ya sido demostrado

(Khan et al., 2022), pudiendo capturar una mayor cantidad de Acs de cada muestra.

La validacién inicial para determinar la capacidad de estos antigenos en ser
reconocidas especificamente por los anticuerpos anti-T. cruzi desarrollados en
pacientes cronicamente infectados por T. cruzi se llevo a cabo mediante el ensayo
de WB. Esto fue motivado por el hecho de que esta técnica permite identificar la
interaccion de Acs especificos contra el Ag de interés a través de la visualizacion de
una banda determinada (Riera et al., 2012; Cervantes-Landin et al., 2014). En lo
respectivo a la condicién del ensayo, la literatura cientifica demuestra una amplia
variabilidad en cuanto a la cantidad de Ag empleado (0,2 ug y 500 pg por calle), asi
como en las diluciones de las muestras de suero y el conjugado (1/200 a 1/4000)
(Umezawa et al., 1996; Escalante et al., 2014; Espinoza, Martinez y Schabib-Hany,
2019). En el caso de la dilucién del suero o plasma, la mayoria de las investigaciones
que evaluaron el uso de WB para el diagndstico de la EChc utilizaron diluciones

séricas oscilando entre 1/50 y 1/200 (Gruber and Zingales, 1993; Umezawa et al.,
148



1996; Frade et al., 2011; Bautista-Lopez et al., 2017; Tavares Daltro et al., 2019). Bajo
estas condiciones, se lograron resultados satisfactorios que demostraron la alta
capacidad discriminatoria de los dos Ags para diferenciar entre muestras positivas
y negativas para T. cruzi. Es importante aclarar que durante esta validacion
diagnostica inicial se utilizaron pooles de plasmas conformados por pacientes con
las diferentes manifestaciones clinicas de la EChc, asi como también sujetos no
infectados dado que este enfoque aumenta la eficacia analitica, reduciendo costos e
incrementando la sensibilidad (Baruch et al., 2020). En conclusion, los resultados
obtenidos en este estudio establecieron una base sélida para avanzar con la

validacién diagnostica de estas proteinas, inicidndose asi la Fase I del estudio.

Previo a evaluar la capacidad de estas moléculas para diferenciar entre
muestras positivas y negativas para la EChc, se realiz6 una estandarizacion de los
componentes del ELISA indirecto tanto para la Fase I como para la Fase Il mediante
una matriz de decision (titulacion en tablero de ajedrez o checkboard titration). Las
mejores condiciones determinadas en el proceso de optimizacién para rTcD3 y
rTcD6 fueron considerablemente menor en comparacion con otras investigaciones
similares; estudios previos que emplearon proteinas recombinantes o quiméricas
utilizaron concentraciones por pocillo que variaron entre 100 ng y 2.5 pg (Meira et
al., 2002; Telles et al., 2003; Umezawa et al., 2003; Camussone et al., 2009; Peverengo
et al., 2018; Ruiz-Marvez et al., 2020). Esto supone una cantidad de 10 a 250 veces
mayor que lo establecido para el ensayo rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA. Asimismo, la
mayoria de las pruebas (Bricefio et al., 2010; Berrizbeitia et al., 2012; Mucci et al.,
2017; Peverengo et al., 2018; Caballero E. et al., 2019) utilizan agentes bloqueantes
como SFB, BSA o leche descremada que presentan algunas desventajas, como
variacion entre lotes (Gibbs, 2001), enlaces no especificos con proteinas animales
(Xiao y Isaacs, 2012) o rapido deterioro (Wild, 2013). La solucién utilizada en los
ensayos rTcD3/rTcD6 IgG-ELISA es un agente no peptidico denominado
WellChampion™ que bloquea, estabiliza y preserva la fase sélida en un sélo paso,
reduciendo el tiempo de sensibilizacién, la cantidad de residuos y los costos de
produccién. Al no ser un producto animal/celular, no sufre variaciones entre lotes,
tiene una larga estabilidad, ademdas de simplificar y acelerar el proceso de

sensibilizacion de la placa. Este agente ya se ha utilizado con éxito en estudios
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previos (Peng et al., 2014; Santos et al., 2016a). Una ventaja adicional de este reactivo
es que elimina la necesidad de emplear otros agentes bloqueantes de unién no
especifica en las diluciones de muestra, el Ac secundario o en el tampén de
sensibilizacion. Ademads, el tiempo requerido para la sensibilizacién con antigenos
rTcD3 y rTeD6 fue de 15 min a TA, significativamente més corto que los reportados
en la literatura que refieren mayoritariamente a 18 h a 4°C (De Marchi et al., 2011;

Mucci et al., 2017; Floridia-Yapur et al., 2019; Serrano et al., 2024).

Tal como se mencioné en Introduccién, un estudio de Fase I permite evaluar
anticipadamente la capacidad de la nueva prueba para clasificar adecuadamente a
los individuos en relacién con una condicién especifica, teniendo en cuenta los
limites de la metodologia elegida. En este caso, se realizd un ensayo inicial
utilizando 333 muestras plasmaticas positivas y 141 negativas para la EChc,
previamente clasificadas segin las normativas de la OMS (World Health
Organization (WHO), 2017). Los valores de AUC encontrados para los antigenos
rTcD3y r'TcD6 demostraron ser mas elevados que los encontrados cuando se utiliz6
extracto total de T. cruzi, asi como algunas proteinas recombinantes individuales u
otras proteinas quiméricas recombinantes cominmente utilizadas en los ensayos
diagnosticos (Santamaria et al., 2013; Garcia et al., 2014; Floridia-Yapur et al., 2019;
Alonso-Padilla et al., 2021). Durante la Fase I del estudio se observaron valores de
sensibilidad que oscilaron entre el 92,20% y el 93,61% para rTcD3 y rTcD6,
respectivamente. Respecto a la especificidad, los valores fueron 91,60% para rTcD3
y92,70% pararTcD6. Estos valores demuestran la elevada capacidad discriminatoria
de ambos antigenos en la deteccién de Acs especificos contra T. cruzi. No obstante,
nuestros resultados son aun mds relevantes si se comparan con los valores
obtenidos en literatura. Por ejemplo, Padilla JA et al., (2021) reporté valores de
sensibilidad de 49%, 84% y 90% para los Ags HSP70, 3973 y F29, respectivamente,
mientras que los valores de especificidad fueron de 83,00%, 93,00% y 27,00% para
las mismas proteinas. En la misma linea, un estudio liderado por Majeau et al.,
(2024), utilizando una mezcla de péptidos derivados de proteinas altamente
conservadas en T. cruzi, inform¢6 valores que no superaron el 73,00% para
sensibilidad y 90,00% para la especificidad. Estos datos junto con otros estudios que

reportaron valores similares (Krautz et al., 1998; Umezawa y Franco Da Silveira,
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1999; Mendes et al., 2014), demostraron que rTcD3 y rTcD6 presentan mayor

capacidad en discriminar individuos seropositivos de aquellos seronegativos.

Es ampliamente reconocido que T. cruzi exhibe una sustancial heterogeneidad
genética y fenotipica (Breniere et al., 2016) que se correlaciona con patrones
geograficos especificos en América Latina e influye significativamente en la
presentacion clinica de la enfermedad y en el diagnéstico (Verani et al., 2009;
Breniere et al., 2016; Zingales, 2017). Esto implica que el rendimiento de las pruebas
serolégicas puede variar en regiones donde las cepas circulantes difieren de las
utilizadas para preparar los Ags homogeneizados o recombinantes (Duthie et al.,
2016; Truyens et al., 2021). Ademas, los antecedentes genéticos del huésped también
influyen en la reactividad de las pruebas debido a las variaciones en las respuestas
de Acs entre paises. Llama la atencién que cada vez mas informes documentan un
elevado numero de falsos negativos al cribar muestras procedentes de México y
Centroamérica mediante ELISA convencional o pruebas de diagndstico rapido
(Caballero et al., 2007; Verani et al., 2009; Whitman et al., 2019; Kelly et al., 2021;
Truyens et al., 2021). Teniendo esto en consideracion, se analizé la capacidad
diagnéstica de los antigenos rTcD3 y rTcD6, utilizando un panel conformado por
muestras de plasma de pacientes residentes en siete paises endémicos de América
Latina: Argentina, Bolivia, Colombia, México, Paraguay, El Salvador y Estados
Unidos, donde prevalecen diferentes UDTs (Velasquez-Ortiz et al., 2022). Asi, las
muestras estratificadas segun el pais de origen mostraron significacion estadistica
en el indice de reactividad y los pardmetros de sensibilidad, utilizando rTcD3-ELISA.
Las muestras de México y El Salvador mostraron menor reactividad en comparacioén
con los casos de infeccién por T. cruzi de Argentina y Bolivia. Para rTcD6, todas las
muestras presentaron un comportamiento similar, independientemente de su
origen. Estos resultados sugieren que, si bien la diversidad parasitaria estd asociada
con diferencias en los perfiles de Acs (Ricci et al., 2023), podria no ser la causa
principal de las variaciones en el rendimiento observadas para rTcD3. Por otro lado,
la diferencia observada entre ambos antigenos podria atribuirse al hecho de que
rTcD6 proporciona un repertorio mas amplio de epitopes debido a una mayor
longitud de secuencia en comparaciéon con rTcD3, lo que a su vez mejora la

inmunogenicidad de las proteinas. Cabe destacar que la proteina de la cual derivan
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estos antigenos, Tc323, se encuentra altamente conservada entre las diferentes
UDTs secuenciadas por lo que las probabilidades de que las diferencias encontradas
entre dichos paises se deban por las variaciones genéticas de este protozoo son
bajas. Ademas, el nimero de muestras ensayadas provenientes de El Salvador y EE.
UU. son escasas. Por lo tanto, las siguientes etapas de investigacion se enfocaran en
ampliar el nimero de individuos provenientes de los paises ya ensayados y la
incorporacién de otras regiones donde T. cruzi es endémico. Esto se realizard con el
propésito de confirmar que rTcD3 y rTcD6 mantienen su desempefio diagnéstico en

todas las zonas geograficas donde la ECh es prevalente.

Por otro lado, aun falta identificar un marcador biolégico en la EChc que pueda
evaluar eficazmente la progresion desde la forma sin sintomas hacia la sintomatica.
Dado el vinculo entre la patologia de la EChc y la respuesta inmune, algunas
investigaciones se han centrado en estudiar Acs especificos contra proteinas del
parasito en donde una reducciéon o aumento de sus niveles sea indicativo de
progresion (Negrette et al., 2008; Zrein et al., 2018), aunque estos informes en la
literatura son escasos. En base a esto, se determind la eficacia de rTcD3y rTcD6 para
detectar Acs anti-T. cruzi en las diferentes presentaciones clinicas de la EChc. En
particular, la respuesta inmune humoral generada por pacientes con diferentes
formas clinicas de la EChc, calculada en términos de IR, no mostrd niveles de
reactividad significativamente distintos entre las cohortes ensayadas. Esto supone
que ambas proteinas son seguramente reconocidas por todos los sujetos con EChc,
lo que realza su potencial diagnéstico. Estos resultados difieren del realizado por
Longhi et al., (2012) en el que se evalu6 a la proteina recombinante JL7 por su
capacidad diagndstica y se determin6 que era capaz de discriminar entre las
distintas formas clinicas de la enfermedad. No obstante, resulta importante resaltar
que tanto en el estudio anterior como en este trabajo de Tesis se analiz6 el perfil de
IgG total. Esto cobra especial importancia, ya que, por ejemplo, un estudio llevado
a cabo por Vercosa et al., (2007) en el que evalu6 el perfil de las subclases de IgG
contra los Ags citoplasmaticos (CRA) y flagelar (FRA) especificos de T. cruzi
encontrd que solo el isotipo I[gG2 permiti6 diferenciar entre individuos con EChc
asintomaticos de aquellos con cardiopatia. Por lo tanto, se ha demostrado que el

perfil de IgG de individuos créonicamente infectados puede contribuir a la
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patogénesis de la enfermedad (Cerban et al., 1993; Georg et al., 2017; Serrano et al.,
2024), aunque se desconoce cudles isotipos de IgG estan involucrados en la respuesta

inmune generada en pacientes con EChc ante la presencia de rTcD3y rTcD6.

En resumen, las dos moléculas demostraron eficacia y seguridad en la
discriminacion entre muestras seropositivas y seronegativas de EChc por lo que
progresaron a la Fase II del estudio. El panel aqui utilizado incluyé 942 muestras,
406 positivas y 536 negativas para T. cruzi provenientes de distintas dreas endémicas
de Brasil que superd el nimero de muestras estimado, incluso considerando un
margen de seguridad del 10% como medida de precaucion. El valor de sensibilidad
mas alto fue para rTcD6 con un valor de 81,84% mientras que para rTcD3 fue
ligeramente menor, con un valor de 79,51%, sin diferencias significativamente
estadisticas entre ellos. Puesto que el estudio de Fase II se realiz6 sdlo con muestras
procedentes de Brasil, esto puede haber interferido con la sensibilidad de las
pruebas (Verani et al., 2009; Truyens et al., 2021). En cuanto a la especificidad, se
encontr6 que no hubo diferencia significativa entre las dos moléculas, con
resultados superiores al 97,92%. Otros estudios han evaluado el rendimiento
diagnéstico de proteinas recombinantes para el diagndstico de EChc con valores
superiores o equivalentes a estos hallazgos: TcF, TcF26 y TcF43 (Sensibilidad: 25,00-
92,5%; Especificidad: 88,90-99%) (Duthie et al., 2016), CP2 (Sensibilidad: 98,6;
Especificidad: 99,40%) (Camussone et al., 2009), GST-TSSA VI (Sensibilidad: 86,90%;
Especificidad: 98,00%) (De Marchi et al., 2011); rCRP (Sensibilidad: 98,46%;
Especificidad: 92,00%) (Meira et al., 2002), FP3, FP6, FP10, y TcF (Sensibilidad:
99.54-100%; Especificidad: 95.21-99.92%) (Abras et al., 2016), IBPM 8.1, IBPM 8.2
IBPM 8.3 y IBPM 8.4 (Sensibilidad: 95,40-99,60%; Especificidad: 90,00-99,60%)
(Santos F. et al., 2016). Sin embargo, estos estudios fueron llevados a cabo con un
numero reducido de muestras, lo que favorece un alto rendimiento, ya que incluyen

pocos perfiles inmunologicos.

Los resultados obtenidos resaltan la calidad de estos Ags para ser usados en el
campo del diagndstico de la EChc. Hasta el momento, y en estas condiciones
ensayadas, no se obtuvieron parametros de sensibilidad y especificidad que permita

considerar a esta prueba como ensayo de referencia. En ese sentido, una alternativa
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para potenciar la sensibilidad de estas moléculas seria la creacién de una quimera
que fusione ambos Ags, otra alternativa consistiria en evaluar la antigenicidad de
estas moléculas luego de su expresion en un sistema eucariético capaces de
proporcionar las modificaciones postraduccionales necesarias que podrian ser
importantes para mejorar la interaccion Ag-Ac (Cloos y Christgau, n.d.; Doyle y
Mamula, 2001). Ambas aproximaciones seran el foco principal de los préximos

esfuerzos de investigacion de nuestro grupo.

Por otra parte, la utilizaciéon de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos
para confirmar la infeccion créonica por T. cruzi ha demostrado mejorar
significativamente la precision de las pruebas diagnésticas al reducir la
probabilidad de reactividad cruzada con otras enfermedades infecciosas (Lépez-
Monteon et al., 2019). No obstante, a pesar de la mayor especificidad que ofrecen los
Ags recombinantes, los informes de reactividad cruzada han persistido (Abras et al.,
2016; Caballero E. et al., 2019; Garcia-Bermejo et al., 2023; Santos et al., 2023; Serrano
et al., 2024), principalmente a causa de la infeccién por otros protozoarios
filogenéticamente relacionados a T. cruzi como diversas especies de Leishmaniay T.
rangeli. Teniendo esto en consideracion, se empled un panel serolégico compuesto
por 749 plasmas de individuos positivos para otras patologias no relacionadas a la
EChc para evaluar reacciones cruzadas contra rTcD3 y rTcD6. Puesto que T. cruziy
Leishmania spp. tienen una filogenia comtin muy cercana y comparten cantidades
significativas de caracteristicas antigénicas (Gomes, Lorena y Luquetti, 2009), las
muestras positivas a leishmaniasis representaron el grupo mas importante para
comprobar reacciones cruzadas. Es importante destacar que el numero de muestras
fue mayor que los utilizados en literatura, como se puede comprobar en los trabajos
de Gadelha et al. (2003) (n = 32), Camussone et al. (2009) (n = 15), Saba et al. (2013) (n
= 464) y Abras et al., (2016) (n = 71). El nimero total de muestras que reaccionaron
con los Ags derivados de Tc323 fue menor al 1% y no resultaron ser coincidentes
para los dos antigenos, a excepcién de una muestra positiva para leptospirosis.
Excepto por el grupo de muestras positivas para toxoplasmosis analizadas para el
Ag rTcD6, que mostré un IR de 0,71, todos los demads grupos exhibieron valores
inferiores a 0,61, lo que es consistente con los valores encontrados en las muestras

negativas analizadas durante el estudio de Fase II. Los resultados indicaron que los
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dos Ags pueden usarse con seguridad en regiones donde coexisten diversas

enfermedades causadas por bacterias, virus y parasitos.

Finalmente, a pesar de que las regiones D3 y D6 fueron predichas y validadas
como las mas inmunogénicas de Tc323, los ensayos demostraron que ninguna de las
dos contiene el epitope reconocido por el Ac scFv 6B6. En ese sentido, se realizé una
modelacioén in silico de acoplamiento molecular que predijo otra regién de Tc323,
denominada D5, como posible sitio de unién a este Ac. No obstante, cuando D5 fue
expresada bajo un sistema procariota, no se obtuvieron sefial de reconocimiento por
ninguna de las técnicas empleadas: ELISA y WB. Por lo tanto, dado que trabajos
anteriores llevados a cabo por nuestro laboratorio han demostrado que el Ac
humano scFv A2R1 se unia a su proteina objetivo, la tubulina, s6lo cuando contenia
alguna modificacién postraduccional especifica de eucariotas (Niborski et al., 2021),
esto impulso la expresion del fragmento D5 en protozoo no patoégeno L. tarentolae.
Sin embargo, tampoco se observo sefial de reconocimiento por parte del scFv 6B6.
Teniendo en cuenta estos resultados, se evalu6 si la secuencia aminoacidica aislada
del D5 interaccionaba efectivamente con el Ac scFv 6B6 por predicciones in silico,
aunque los resultados fueron negativos. Estos resultados sugieren que scFv 6B6 se

une a un epitope conformacional presente en la proteina Tc323 completa.
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8. Perspectivas

Dada la comprobada utilidad diagnéstica de los antigenos derivados de Tc323,
este proyecto se extendera generando una construccién quimérica que integre a
ambos dominios y se la ensayara con los plasmas utilizados durante esta Tesis, con
el objetivo de aumentar los niveles de sensibilidad de los ensayos de ELISA
manteniendo los elevados niveles de especificidad. Asimismo, mediante
aproximaciones in silico, se determinaran los péptidos mas inmunogénicos de TcD3

y TcD6 y se evaluaré su rendimiento diagndstico.

Por otro lado, segun los resultados del item anterior, otro aspecto que sera
objeto de futuras investigaciones es el desarrollo de una prueba rapida basada en la
prueba inmunocromatografica de flujo lateral incluyendo a los antigenos rTcD3 y
rTcD6 Esto podria sustituir la laboriosa serologia convencional en zonas de bajos
recursos, pudiendo permitir un tratamiento inmediato y favoreciendo una mejor

adhesién al mismo.

Paralelamente, se llevara a cabo el estudio de Fase III, que permita determinar

el rendimiento diagndstico de ambos antigenos en, por ejemplo, bancos de sangre.

Seguidamente, se continuara investigando la posibilidad de utilizar los mismos
como marcadores o criterio de cura luego del tratamiento con drogas
antiparasitarias. Esta iniciativa se impulsa principalmente por la carencia de
biomarcadores de uso rutinario en entornos clinicos, lo que subraya la continua

necesidad de identificar nuevos marcadores de evaluacion postratamiento.

Asimismo, se evaluard la presencia de anticuerpos de tipo IgM en los nifios
nacidos de madres con EChc, determinando, de esta manera, si ambos antigenos
recombinantes son capaces de diagnosticar infecciones congénitas. Esto es
especialmente importante dado que el diagndstico neonatal es un area de vacancia
con un fuerte impacto social, en la que este ultimo recae en técnicas operador

dependiente como el MH (actualmente considerado gold standand).

Finalmente, se llevara a cabo un estudio transversal con el objetivo de

determinar si los diferentes isotipos de IgG contra los antigenos rTcD3 y rTcD6
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pueden servir como biomarcadores para evaluar la progresion de la ECh entre los
distintos grupos clinicos. Ademas, se extendera la cohorte para incluir a aquellos

individuos con alteraciones gastrointestinales y neurolégicas.
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9. Resultados: Exploracion del N-glicoma plasmatico en
buasqueda de nuevos marcadores prognosticos de la
EChc.

9.1 Poblacion de estudio.

Las muestras de plasma de los pacientes con las diferentes formas clinicas de la
EChc (Tabla 22) se trataron para obtener los N-glicanos segin se describid en la

seccién 5.35 de Materiales y Métodos.

NI (no infectados GO (pa'c1entes G1 (p.ac1ente'3s con
.. . sin manifestaciones
Caracteristicas con T. cruzi, . . P
n=8) manifestaciones clinicas,
clinicas, n = 8) n=7)
Eda(}’r;izilana 44 55,5 61
. o 2- 2-7 1-7
intercuartilico) (32 -60) (4 4) (4 4)
Género, F/M 6/2 5/3 4/3
Estadio K;_s;:hmr, 0-1- NA 8-0-0-0 0-5-1-1
PCR, +/- NA 8/8 7/7

Tabla 22. Caracteristicas clinicas y demograficas de los donantes de plasma. La determinacion
de ADN de T. cruzi en las muestras de sangre se realiz6 de acuerdo con el protocolo descripto en
la seccion 5.2 de Materiales y Métodos.

9.2 Analisis del N-glicoma plasmatico de individuos con EChc y
sujetos no infectados.

El protocolo empleado para estudiar la N-glicosilaciéon en plasma fue
establecido de acuerdo con Saldova et al., (2014). Brevemente, las muestras se
someten a de-N-glicosilacién enzimatica y los glicanos obtenidos se marcan con 2-
aminobenzamida (2-AB), lo que permite su deteccion por fluorescencia en el
sistema cromatografico. Se estudiaron las estructuras sialiladas por separacién de

intercambio ani6nico débil (WAX) (Figura 50).
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Figura 50. Perfiles cromatograficos ejemplares obtenidos por intercambio aniénico (WAX-
HPLC) para los N-glicanos del plasma derivado de pacientes con EChc e individuos no
infectados. Los glicanos se dividen segtn su carga en neutros (S0), monosialilados (S1), di-
sialilados (S2), tri-sialilados (S3) y tetrasialilados (S4). Los recuadros rosas indican los picos con
perfiles diferenciales entre los distintos grupos de la cohorte. Los picos individuales que integran
los glicanos trisialilados (S3.1 y S3.2) y tetrasialilados (S4.1, S4.2, S4.3 y S4.4) se destacan en una
vista detallada en el recuadro. UFA, Unidades de Fluorescencia Arbitrarias.

En el andlisis cromatografico comparativo se observé una diferencia en
estructuras tri- y tetrasialiladas. Mientras en los picos correspondientes a
estructuras trisialiladas (S3.1, S3.2), las abundancias fueron similares en la cohorte
NI (no infectados) y GO (pacientes de ECh sin manifestaciones clinicas), la cohorte
Gl mostré una alteracion del perfil en los picos S3 indicando un cambio de
abundancia de las estructuras componentes. Sin embargo, el aumento en las dreas
de los picos S3.1y S3.2 en el grupo G1 respecto de los NIy GO no resulté significativo
(Figura 51). En tanto, el perfil de tetrasialilados se observé afectado también; la
cuantificacion de 4areas porcentuales relativas (Figura 51) confirmé una
disminucion significativa en la abundancia del pico S4.1 en el grupo G1 respecto de
los no infectados. Una tendencia similar se observd para los picos S4.2 y S4.4.
Contrariamente, para el pico S4.3 las abundancias entre las cohortes fueron

similares.
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Figura 51. Abundancia porcentual para los picos trisialilados (S3.1 y S3.2) y tetrasialilados
(S4.1, S4.2, S4.3 y S4.4) obtenidos por WAX-HPLC. Cada punto corresponde al dato de un
individuo. Las cajas y los bigotes reflejan la mediana y el rango intercuartil. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron evaluadas mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis, seguido de comparaciones multiples de Dunn. Las correlaciones significativas se indican
con el nivel de significancia (*p < 0,05).

En lo correspondiente a las estructuras mono y di-sialiladas, no se observaron
diferencias significativas entre las cohortes de individuos (Figura 52; las areas
relativas individuales estan disponibles en el Apéndice). Las estructuras neutras,
por su parte, no pudieron ser cuantificadas por limitaciones de la técnica, ya que los

mismos eluyen junto con impurezas de la muestra.
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Figura 52. Abundancia porcentual para los picos mono (S1) y disialilados (S2) obtenidos por
WAX-HPLC. Cada punto corresponde al dato de un individuo en cada cohorte. Las cajas y los
bigotes reflejan la mediana y el rango intercuartil. Las diferencias estadisticamente significativas
fueron evaluadas mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido de
comparaciones multiples de Dunn.

Seguidamente, y a los efectos de estudiar la distribuciéon de N-glicanos en
plasma por un segundo sistema cromatografico, los N-glicanos extraidos y
derivatizados con 2-AB se caracterizaron mediante separaciéon en una columna de
interaccién hidrofilica (HILIC), lo que permite caracterizar picos de glicanos (glycan
peaks, GPs, Figura 53) (Pavié et al., 2018). A diferencia de WAX, en esta técnica la
separacion no obedece solamente a carga, sino a tamarfio, polaridad y antenaridad,

entre otras caracteristicas. Cada GP se define con un valor continuo por
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comparacién con unidades de glucosa (UG), resultantes de la utilizacién de dextrano
parcialmente hidrolizado como estandar externo (Saldova et al., 2014). Asi,
basandose en la capacidad resolutiva de la columna, se caracterizé un perfil de N-
glicanos compuesto por 39 GPs (Figura 53).
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Figura 53. Perfiles cromatograficos ejemplares obtenidos por interaccion hidrofilica (HILIC-
UPLC) paralos N-glicanos del plasma derivado de pacientes con EChc e individuos no infectados.
Dada la co-elucién de numerosos N-glicanos en cada pico, se definen glycan peaks segin su
movilidad cromatografica. Se utiliza dextran parcialmente hidrolizado como estandar externo,
midiendo unidades de glucosa (UG). Los componentes de cada GP fueron identificados por
comparacién de datos de literatura (Pavié et al., 2018). El recuadro sombreado verde y azul indican
los picos correspondientes a estructuras tri- y tetrasialiladas, respectivamente. UFA, Unidades de
Fluorescencia Arbitrarias.

Al examinar los perfiles cromatograficos entre distintos grupos que integran la
cohorte (Figura 53), se observo un perfil acorde al esperado para muestras de
plasma, segun descripto en literatura, con GPs mayoritarios 14, 17, 18 y 20
correspondientes a las estructuras A2G2S1, FA2BG2S1 'y A2G2S2,
correspondientemente (Pavic et al., 2018). Notablemente, los picos GP32, GP33 y
GP34 presentaron alteracidon en su area y forma, indicativo de un cambio en la
composiciéon y/o abundancia de los N-glicanos componentes entre individuos no
infectados y pacientes de ECh con (G1) y sin (G0) manifestaciones clinicas. Los
mismos, seguin descripto en bases de datos, son identificables como estructuras

trisialiladas, mayoritariamente A3G3S3, A3F1G3S3, y FA3(B)G3S3 (GP32), A4G4S3,

162



A3F1G3S3 (GP33) y A4G4S3 (GP34), respectivamente (Saldova et al., 2014; Pavic et al.,
2018).

El anélisis cuantitativo de las areas bajo la curva para los picos GP32-34 (Figura
54; las areas relativas individuales estan disponibles en el Apéndice) no reveld
diferencias significativas en las abundancias entre los grupos ensayados; sin
embargo, es relevante sefalar que, para el GP32 (componentes A3G3S3, A3F1G3S3,
y FA3(B)G3S3), se observo una tendencia a una mayor abundancia de estas
estructuras en individuos NI y GO con respecto al G1. En el caso de GP33 (A4G4S3,
A3F1G3S3), la tendencia se mantuvo, con una disminucién de las estructuras
componentes en pacientes con compromiso cardiaco. Finalmente, el GP34 (A4G4S3)
mostr6 una tendencia opuesta en relacion con los dos picos anteriores,
evidenciandose una disminucién del 4rea para los integrantes del grupo G0y NI, y
un aumento de abundancia de estas estructuras en el grupo G1. Esta compensacion
de areas podria explicar la diferencia no significativa observada en los picos
trisialilados de WAX, donde por su carga, todas estas estructuras coeluyen (Figura

51).
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Figura 54. Abundancia porcentual para los picos GP32, GP33 y GP 34 obtenidos por HILIC-
UPLC. Cada punto corresponde al dato de un paciente. Las cajas y los bigotes reflejan la mediana
y el rango intercuartil. Las diferencias estadisticamente significativas fueron evaluadas mediante
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones multiples de Dunn.

En tanto, y si bien la cromatografia WAX presentaba diferencias
significativas en tetrasialilados (Figura 51), que en esta metodologia corresponden
con los GP 37-39 (estructuras A4G4S4, A4F1G4S4 y A4F2G4S4), estas diferencias no

pudieron ser validadas por HILIC por limitaciones de la metodologia, ya que al ser
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estructuras con altos tiempos de retencidn (y correspondientemente, altos UG)

eluyen en picos muy anchos y pequefios con mayor error.

Finalmente, para visualizar mejor las diferencias de las areas relativas tanto
para los GP32, GP33 y GP34 en HILIC, como para las estructuras tri- (§3.1y S3.2) y
tetrasialiladas (S4.1, S4.2, S4.3 y S4.4) en WAX, se llevdé a cabo un andlisis
multivariado empleando un andlisis de componentes principales (PCA), como se

muestra en la Figura 55.

PC2 (29.3%)
I

-1 0 1 2
PC1 (42.1%)

Figura 55. Anilisis de componentes principales (PCA) de cada area de los picos provenientes
del analisis por HILIC y WAX coloreado segin los grupos de pacientes con EChc (GO, rojo y
G1, azul) e individuos no infectados (NI, amarillo). El grafico de puntuaciones que muestra los
dos componentes principales (PC) representa el 42,1% (PC1) y el 29,3% (PC2) de la varianza
general de los datos. Las elipses se basan en una regién de confianza del 95%.

Aun cuando no se logré una buena separacion entre grupos, el grupo NI tuvo
una tendencia a separarse del grupo GO y G1, principalmente cuando se evaluaron
las estructuras tetrasialiladas (picos S4, Figura 51). Sélo el 42,1% de la variabilidad
total fue explicada por los dos primeros componentes principales (PC1 y PC2), lo

cual es acorde a la variabilidad observada en el conjunto de muestras.
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9.3 Analisis de correlacion entre carga parasitaria y abundancia
de tetrasialilados (areas cromatograficas de los picos).

Finalmente, el dltimo paso de este estudio consistié en evaluar si existia una
correlacion entre la presencia de ADN de T. cruzi en sangre (qQPCR positiva) y el area
de los picos analizados. Cuando se analiz6 el numero de equivalentes
parasitarios/mL y la abundancia de los picos, se evidencié una correlacién negativa

especificamente para las estructuras tetrasialiladas S4.3 y S4.4 en el grupo G1y GO,

respectivamente (Figura 56).
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Figura 56. Analisis de correlacién que muestra la relacion entre el drea de los picos obtenidos
por WAX y el equivalente parasitario/mL (qPCR) en pacientes pertenecientes al grupo GO
(panel izquierdo) y G1 (panel derecho) mediante la correlacién de rangos de Spearman. Cada

simbolo representa el dato de un individuo. Se detalla en la Figura el Coeficiente de Correlacion
(r) y el valor de probabilidad (p).
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10. Discusion

Uno de los grandes vacios en el conocimiento actual sobre la infecciéon por T.
cruzi es como identificar a los pacientes que desarrollaran alteraciones cardiacas, o
a los pacientes que, aunque asintomaticos, tienen una cardiopatia subclinica que
amerita vigilancia estricta. Es prioridad de la OMS la identificacion de
biomarcadores moleculares que puedan utilizarse para predecir la evolucion de la
enfermedad y realizar un prondstico clinico confiable, aunque aun sin éxito. En este
sentido, el area de los glicobiomarcadores, y en particular el glicoma de
suero/plasma, se ha explorado en otras patologias como cancer o esteatohepatitis
no alcohélica (Kamada et al., 2015; Hu et al., 2019; Ogawa et al., 2020), pero en la
EChc permanece poco explorado. Considerando la escasez de estudios publicados
sobre el N-glicoma plasmatico en los pacientes con ECh crénicamente infectados,
se hipotetizdo que cambios en el N-glicoma plasmatico podrian actuar como

marcadores de prognosis de la ECh.

En el curso de la infeccion del huésped, T. cruzi utiliza una amplia variedad de
mecanismos para escapar de la vigilancia inmune del hospedero, entre los que se
destaca la enzima trans-sialidasa (TS) (Schenkman et al., 1991; Parodi et al., 1992),
un factor de virulencia clave para este patogeno. Dado que T. cruzi es incapaz de
sintetizar acido sidlico (AS) de novo (Erdmann et al., 2009; da Fonseca et al., 2019), la
TS le permite sortear esta limitacion a través de la hidrélisis del AS de los glicanos
del huésped, facilitando asi su transferencia a la superficie del parasito. Si bien se
ha estudiado ampliamente la manipulaciéon de AS por parte de este patégeno para
establecer una infeccion exitosa (Schenkman et al., 1994; Dc-Rubin and Schenkman,
2012; Nardy et al., 2016; Musikant et al., 2021), hasta la fecha no se ha explorado su
impacto en las complicaciones clinicas relacionadas con la EChc ni tampoco si los
cambios generados podrian ser cuantificados tempranamente para predecir el
curso clinico de la enfermedad. En ese contexto, una investigacion reciente
demostré que la infeccién por T. cruzi promueve la regulacién diferencial negativa
de varias enzimas involucradas en las vias de glicosilacién en cardiomiocitos
humanos [(Rafael Barboza et al., 2023)], lo que resulta en niveles disminuidos de

sialilacién cardiaca, provocando un marcado aumento en el nimero de parasitos
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intracelulares. En un estudio anterior, Montpetit et al., (2009) utilizando un modelo
murino, determinaron que una deficiencia de sialilacion comprometié el potencial
de accién y las funciones de los canales de sodio dependientes de voltaje en los
cardiomiocitos auriculares, todos sintomas observados en los pacientes que

padecen CCC.

Otro estudio que pone en manifesto la importancia de la sialilaciéon dentro del
marco de la fisiopatologia de la EChc, es el realizado en nuestro laboratorio (Benatar
et al., 2015), donde se demostr6 que este patéogeno es capaz de modular el
glicofenotipo de las células cardiacas, lo que altera la unién de una lectina
inmunomoduladora, la Galectina-1 (Gal-1). Gal-1 inhibe la infeccién de células
cardiacas por T. cruzi, ya que una ausencia de esta glicoproteina increment6 los
niveles de parasitemia de los animales infectados con las dos cepas utilizadas en el
estudio: cepa Brazil (Tc I) y cepa Tulahuén (Tc VI). Se ha demostrado que los grupos
filogenéticos Tc Iy Tc II se caracterizan por una expresion diferencial de TS, donde
estas ultimas expresan mayores cantidades de esta enzima (Risso et al., 2004). Esta
diferencia, que supone mayores niveles de desialilacion de las células del huésped,
podria impactar en la progresion hacia formas clinica manifestables, ya que se
demostré una asociacién positiva entre la infecciéon con Tc II e con insuficiencia o

paro cardiacos repentino (Nielebock et al., 2020).

En este trabajo de Tesis doctoral, se estudiaron los perfiles de N-glicosilacion
plasmatica en pacientes de EChc con o sin alteraciones cardiacas (grupos G1 y GO,
respectivamente), comparandolos también con individuos no infectados (grupo NI).
Nuestros resultados por cromatografia de intercambio aniénico muestran una
disminucion significativa en N-glicanos tetrasialilados de plasma en pacientes con
compromiso cardiaco (G1) respecto de sujetos no infectados (NI). Este resultado,
nos conduce a hipotetizar una posible hidrolisis de las estructuras tetrasialiladas en
pacientes con sintomatologia cardiaca por efecto de una neuraminidasa (y en
particular, considerando los antecedentes previamente descriptos para la TS y su
relevancia en T. cruzi, con contribucion de la actividad de esta enzima), aunque los
efectos de la patologia cardiaca per se no pueden descartarse, como lo demuestra el

incremento de acido sialico libre en plasma pacientes con cardiopatias no
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Chagasicas (Cheeseman et al., 2023), o estudios anteriores que han demostrado el
papel clave de neuraminidasas del huésped como Neu-1 en patologias cardiacas
(Heimerl et al., 2020, 2022) o la propuesta de la utilizaciéon de inhibidores de
sialidasas en patologias como isquemia de miocardio e infarto de miocardio

(US20190054055A1).

Desde la perspectiva de este estudio y considerando que: a) se observo una
correlacién negativa entre la disminucion en la abundancia de tetrasialilados y la
carga parasitaria en ambos grupos de infectados, incluso en aquellos sin
manifestaciones clinicas de la enfermedad, y b) dado que los niveles de parasitemia
en pacientes sintomaticos crénicamente infectados correlacionan positivamente
con la falla cardiaca asociada a la enfermedad (de Oliveira et al., 2021), es posible
considerar que la infeccién con T. cruzi y los niveles de transialidasa podrian ser un
factor no explorado en la desialilacion de glicoproteinas plasmaticas. Debido a que
se analiza el N-glicoma en su totalidad y no las glicoproteinas especificas que estan
siendo desialiladas, excede a este trabajo de Tesis la identificaciéon de las

glicoproteinas especificamente alteradas en su sialilacion (ver Perspectivas).

Si bien los resultados obtenidos son sélo significativos para los tetrasialilados
en su conjunto (por intercambio anidénico), las limitaciones de la técnica HILIC no
permitieron establecer cudles de los tetrasialilados estarian siendo alterados. En ese
sentido, la tendencia al aumento observada para los trisialilados se entiende a través
del analisis por HILIC con alteraciones opuestas en diferentes tipos de estructuras.
Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas en otros glicanos sialilados no
excluye la posibilidad de alteracion en otras estructuras, dadas las limitaciones
técnicas y el tamano muestral de este estudio. Nuestra hipétesis al momento de
presentacidn de esta tesis es que las alteraciones observadas constituyen la suma de
una serie de potenciales efectos, entre los cuales se encuentra la accion de la
transialidasa, pero podrian también incluir otras potenciales alteraciones
relacionadas con la patologia cardiaca (por ejemplo, desialilacion por sialidasas del
huésped, o alteraciones en la expresion de glicoproteinas plasmaticas con

diferentes tipos de N-glicanos como consecuencia de la inflamacién).
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11. Perspectivas

En funcién de los resultados obtenidos, se abren diferentes posibilidades a

explorar a futuro.

Considerando que el tamafio de muestra es una de las limitaciones de este
estudio, posteriores investigaciones ampliaran este trabajo no sélo con un mayor
numero de pacientes que padecen las diferentes manifestaciones clinicas de la EChc
sino también, incluyendo individuos con miocardiopatias no asociadas a la EChc,
para elucidar si las alteraciones en la sialilacién observadas son especificas de la
respuesta patologica asociada a T. cruzi, si son causa del estado inflamatorio, o

consecuencia de un efecto conjunto.

Por otro lado, es importante sefialar que este estudio adopté un enfoque
transversal, lo que implica que su capacidad para establecer causalidad es limitada.
Por lo tanto, dado que los primeros signos de afectacién cardiaca pueden pasar
desapercibidos, especialmente considerando que muchos individuos cronicamente
infectados por T. cruzi carecen de acceso a métodos de imagen cardiaca avanzados,
existe la posibilidad de que algunos pacientes en las etapas tempranas de la
enfermedad sean incorrectamente diagnosticados como individuos con EChc
asintomatica (Duran-Crane et al., 2020). Por esto, resultara fundamental adoptar un
enfoque prospectivo longitudinal que permita evaluar alteraciones en los N-
glicanos plasmaticos de un mismo paciente durante un periodo definido en el
tiempo y determinar si estas alteraciones emergen de manera temprana luego de la
infeccién por T. cruzi, incluso antes de que se manifiesten los sintomas cardiacos.
Dado que no se cont6 en este estudio con el dato de la cepa que infecta a cada
paciente o los niveles de transialidasa circulante, estudios posteriores se realizaran

con estos datos disponibles, para poder elucidar su relevancia.

Finalmente, serd objeto de estudio posterior: a) determinar la identidad
especifica de los N-glicanos alterados por HILIC-FLR y digestién con
exoglicosidasas, de manera de determinar una firma tnica de N-glicanos que podria

tener potencial predictivo en los pacientes con EChc; b) identificar mediante
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glicoproteémica qué glicoproteinas especificas son las que presentan alteraciones

en N-glicanos.
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12. Conclusiones

En este trabajo de Tesis se ha abordado el estudio de nuevas proteinas
antigénicas de Tc323 para su uso potencial para el diagnéstico de la EChc y la
busqueda de alteraciones en la N-glicosilaciéon plasmatica que puedan predecir el
avance de la patologia en aquellos individuos que permitan anticipar la progresién

de la enfermedad mediante dos aproximaciones distintas.

Una de ellas consisti6 en la caracterizacién de una proteina novedosa y que
carece de homologos por fuera de los kinetoplastidos lo que impulsé a su validacién
como candidato para el diagnéstico serolégico de la EChc. Se demostré que Tc323 se
encuentra en el espacio interior de la membrana plasmatica de este protozoo y que
estd diferencialmente expresada tanto entre cepas de T. cruzi, que representan
diferentes UDTs, asi como en las distintas etapas de desarrollo de vida del parasito.
Adicionalmente, se predijo la estructura tridimensional de la proteina mediante
aproximaciones bioinformaticas y se determino la presencia de seis dominios (D1-
D6) estructurales que la conforman. De esta manera, ante la imposibilidad de
obtener a Tc323 en su longitud completa para confirmar su potencial diagndstico,
se determiné que las regiones correspondientes a D3 y D6 poseian las mayores
puntuaciones de inmunogenicidad tedrica segin varios predictores y eran
consideradas inmunogénicas. Por lo tanto, se centraron los esfuerzos en la
produccién recombinante de ambas regiones (rTcD3 y rTcD6) y se evalud su
reactividad frente a una amplia cohorte de individuos T. cruzi-positivos y negativos.
Ambos Ags demostraron una alta capacidad diagnostica para discriminar muestras
seropositivas y seronegativas para la EChc provenientes de multiples areas
endémicas e independientemente de la manifestacion clinica presentada por el
paciente. Mas aun, las tasas de reactividad cruzada con numerosas enfermedades
infecciosas no relacionadas la infeccion por T. cruzi fue despreciable. Asimismo, el
uso combinado de rTcD3y rTcD6 tiene el potencial de usarse para reducir el nimero
de casos no concluyentes. En conjunto, los resultados aqui presentados sugieren
que ambas proteinas pueden ser elegidas para la continuaciéon de los estudios de

Fase III.
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Por otro lado, las simulaciones de acoplamiento predijeron a D5 como posible
epitope del Ac scFv 6B6. No obstante, los enfoques aqui utilizados no permitieron
validar esta prediccion, principalmente como consecuencia de la limitacion

generada por el tamafio molecular de Tc323.

La segunda aproximacion se baso6 en la busqueda de N-glicanos en el plasma
que estén diferencialmente afectados entre los pacientes con las diferentes
manifestaciones clinicas de la EChc y que permitan ser utilizados como marcadores
prognosticos de esta enfermedad. De esta manera, se ha demostrado que la
presencia de cardiopatia asociada a la EChc altera significativamente el N-glicoma
plasmatico al nivel de estructuras tetrasialiladas obtenidas por WAX. Mas aun,
aunque no significativas, se observaron tendencias divergentes en las abundancias
de las estructuras trisialiladas de los individuos con presentaban patologia cardiaca
demostrable de aquellos con EChc indeterminada y sujetos no infectados, que
mantuvieron niveles similares de abundancias en dichas estructuras. Ademas, se
comprobd una correlacidon negativa entre la cuantificacion de carga parasitaria y el
area de algunos picos tetrasialilados. Conjuntamente estos resultados sugieren una
potencial desialilacion del N-glicoma plasmatico como consecuencia de la
inflamacién subyacente a la inflamacién crénica del miocardio causada por la

infeccion por T. cruzi.

Una caracteristica comun a ambas aproximaciones que aporta un valor especial
a los resultados obtenidos es el uso de muestras de pacientes para el estudio tanto
diagnéstico como prognéstico. En ese sentido, los antigenos rTcD3 y rTcD6
validados experimentalmente como buenos candidatos para el diagndstico
serologico de la EChc, asi como aquellas estructuras N-glicosiladas que pudieran
encontrarse especificamente modificadas en presencia de patologia cardiaca, son
esencialmente validadas en humanos. De esta forma, forma, quedan exentos de la

necesidad de validacién en otros modelos experimentales.
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14.  Apéndice.

Tabla 1. Genes objetivo, detalles del cebador y condiciones de la PCR. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de los dominios de Tc323 en pRSET-A.
Ademas, se detalla el nimero de ciclos, la longitud de los fragmentos y las condiciones del ciclado. Se incluyeron los sitios de enzimas de restriccién (indicados
en negrita y subrayado) en cada par de cebadores.

Nombre del Secuencia de los cebadores Numero Tamaiio del T
.. . iclo de
dominio Forward (5'-> 3") Reverse (3'>5') de ciclos fragmento
95°C 5'
L. 94°C 30"
Dominio 1 .
®1) GGATCCATGAGTGTTATCGTAAGAAATTCG GAATTCCTACTCTGCAAACCCCGTGAT 30 ciclos 225pb 58°C1'
72°C2'
72°C 10'
95°C 10'
ini 94°C 5'
Dominio 2 .
(D2) GGATCCCGTGCCATCTTGTCCTCCA GAATTCCTAACCATCGCCGCTTGGTTCG 40 ciclos 3879 pb 58°C 3'
72°C5'
72°C 10'
95°C 5'
.. 94°C 30"
Dominio 3 .
(D3) GGATCCCGTGCCATCTTGTCCTCCA GAATTCCTAACCATCGCCGCTTGGTTCG 30 ciclos 240 pb 62°C1'
72°C 30"
72°C 10'
95°C 5'
.. 94°C 30"
Dominio 4 .
(D4) GGATCCCGTGCCATCTTGTCCTCCAT GAATTCCTAACCATCGCCGCTTGGTTCG 35 ciclos 1022 pb 58°C1'
72°C2'
72°C 10'
95°C 5'
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94°C 2'

D inio 5 68°C 3'
01(1]1)"51;0 GGATCCGAACCCATCCATGTGCAATTGTC  CTCGAGCTACGTCGGAACGTAAAGGACAAAG 40 ciclos 2407 bp s
72°C 10'
95°C 5'
. . 94°C 30"
Dominio 6 .
6) GGATCCCGTGCCATCTTGTCCTCCAT GAATTCCTAACCATCGCCGCTTGGTTCG 35 ciclos 1179 pb 58°C 1"
72°C2'
72°C 10'

Tabla 2. Tipo de expresion, detalles del cebador y condiciones de la PCR. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del D5 en pLEXSI-Ible3. Ademas, se
detalla el nimero de ciclos, la longitud de los fragmentos y las condiciones del ciclo. Se incluyeron los sitios de enzimas de restriccion (indicados en negrita y

subrayado) en cada par de cebadores.

Numerode  Tamaifio del

Expresion Secuencia de los cebadores
. Ciclo de PCR
de D5 Forward (5'-> 3') Reverse (3'> 5') ciclos fragmento
98°C 3'
98°C 45"
Citosolica )
(D5-SEC) TCTAGAGGCCGAACCCATCCATGTGCAATTGTC CTTAAGCTGGCTCGTCGGAACGTAAAGGACAAAG 35 ciclos 2407 pb 68°C1'
72°C2'
72°C 10'
98°C 3'
. 98°C 45"
Secretoria .
(D5-CIT) CTCGAGTCTCATGGAACCCATCCATGTGCAATTGTC  CTTAAGCTGGCTCGTCGGAACGTAAAGGACAAAG 35 ciclos 2407 pb 65°C1'
72°C2'
72°C 10'
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Tabla 3. indice de reactividad para la evaluacién del rendimiento diagnéstico durante la Fase I. Las muestras sefialadas con
recuadros verdes son aquellos plasmas utilizados tanto para la evaluacién diagnostica de los antigenos derivados de Tc323 como para

el andlisis de N-glicoma plasmatlco La informacién contenida en la Tabla 3 puede ser encontrada en el siguiente enlace:

Tabla 4. indice de reactividad para la evaluacién del rendimiento diagnéstico durante la Fase II. La informacién contenida en la

Tabla 4 puede ser encontrada en el siguiente enlace:

Tabla 5. indice de reactividad para evaluacién de reactividad cruzada. La informacién contenida en la Tabla 5 puede ser encontrada

en el siguiente enlace:
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https://drive.google.com/file/d/18Hp5QqTGIr-iXwKCXzTC7wQdyDMi07EH/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/1B7ekvil1AyidDksPIWC14wQqOayv5cyf/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/1LxtWfsExaVM8Ru3vNiyB8Li0OOW_73MQ/view?usp=drive_link

Tabla 6. Descripcion detallada de los GPs correspondientes a cada proteina plasmatica con sus correspondientes estructuras.

Origen Pico de glicano Esquema de glicano Estructura de glicano Descripcion

Plasma GP1 FA2 Nucleo fucosilado, di-antenario

._._(:4 M5 Alta manosa

Plasma GP2

Nucleo fucosilado, di-antenario
con GlcNAc bisectante

Monogalactosilado, di-
Plasma GP3 —O A2BG1 antenario con GIcNAc
bisectante
Ntcleo fucosilado y
Plasma GP4 FA2[6]G1 monogalactosilado, di-
antenario

FA2

Ncleo fucosilado y
FA2[3]G1 monogalactosilado, di-
antenario

Plasma GP5
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Nucleo fucosilado y
monogalactosilado, di-

Pl GP6 FA2[6]BG1
asta [6] antenario con GlcNAc
bisectante
Plasma GP7 M6 Alta manosa
Plasma GP8 A2G2 Di-galactosilado, di-antenario
Plasma GPS AZBG2 Di-galactosilado, .di—antenario
con GIcNAc bisectante
Ntcleo fucosilado, di-
Plasma GP10 FA2G2 nefeo fcostaco, @
galactosilado, di-antenario.
Ntcleo fucosilado, di-
Plasma GP11 FA2BG2 ] . )
galactosilado, di-antenario.
Plasma GP12 M7 Alta manosa
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Nucleo fucosilado,
Plasma GP13 40—’ FA2G1S1 monogalactosilado y

monosialilado di-antenario

Di-galactosilado y

Pl P1 ’ A2G2S1

astma GPl4 625 monosialilado di-antenario
Di-galactosilado y

Plasma GP15 : ‘ A2BG2S1 monosialilado di-antenario con

GlcNAc bisectante

Ntcleo fucosilado, bi-
Plasma GP16 _’ FA2G2S1 galactosilado y monosialilado,
di-antenario

Ntcleo fucosilado, bi-

alactosilado y monosialilado
Pl GP17 —9 FA2BG2S1 & ’
asma di-antenario con GlcNAc
bisectante
Di-galactosilado y di-sialilado,
Pl GP18 A2G2S2
asma di-antenario
Plasma GP19 M9 Alta manosa
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Plasma GP20 A2G2S2 Di-galactosilado y di-sialilado,

di-antenario

Plasma GP21 A2G2S2 Di-galactosilado y di-sialilado

di-antenario

Ntcleo fucosilado, di-
Plasma GP22 FA2G2S2 galactosilado y di-sialilado di-
antenario

Ntcleo fucosilado, di-
galactosilado y di-sialilado di-
antenario con GIcNAc
bisectante

Plasma GP23 FA2BG2S2

Tri-galactosilado y di-sialilado

Pl GP24 —@e
asma A3G3S2 tri-antenario

Tri-galactosilado y di-sialilado

Pl GP25 —
asma A3G3S2 tri-antenario

Tri-galactosilado y di-sialilado
Pl P2 _’}‘2
asma P26 A3G3S2 tri-antenario
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Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

GP27

GP28

GP29

GP30

GP31

GP32

GP33

A3F1G3S2

A3G3S3

A3G3S3

A3G3S3

FA3G3S3

A3G3S3

A3F1G3S3

Antenario fucosilado, tri-
galactosilado y di-sialilado tri-
antenario

Tri-galactosilado y tri-sialilado
tri-antenario

Tri-galactosilado y tri-sialilado
tri-antenario

Tri-galactosilado y tri-sialilado
tri-antenario

Ncleo fucosilado, tri-
galactosilado y tri-sialilado, tri-
antenario

Tri-galactosilado y tri-sialilado
tri-antenario

Antenario fucosilado, tri-
galactosilado y tri-sialilado tri-
antenario
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Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

GP34

GP35

GP36

GP37

GP38

GP39

i

FA3G3S3

FA3F1G3S3

A4GA4S3

A4G4S4

A4G4S4

A4F1G4S4

Ntcleo fucosilado, tri-
galactosilado y tri-sialilado, tri-
antenario

Ntcleo y antenario fucosilado,
tri-galactosilado y tri-sialilado
tri-antenario

Tetra-galactosilado y tri-
sialilado, tetra-antenario

Tetra-galactosilado y tetra-
sialilado tetra-antenario

Tetra-galactosilado y tetra-
sialilado tetra-antenario

Antenario fucosilado, tetra-
galactosilado y tetra-sialilado
tetra-antenario
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Antenario di-fucosilado, tetra-
A4F2G4S4 galactosilado y tetra-sialilado
tetra-antenario

Tetra-galactosilado y tetra-
A4G4LacS4 sialilado, tetra-antenario con
una extension de lactosamina
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Tabla 7. Abundancia relativa de los glicanos GP32-34 expresado como porcentaje del area integrada total.

GP32 GP33 GP34 Cohorte
2.11 3.21 0.42 GO
0.79 8.81 3.48 GO
2.7 1.18 2.24 GO
1.97 1.25 0.74 GO
4.59 6.67 1.08 GO
0.38 4.5 5.62 GO
2.92 6.01 1.69 GO
1.25 2.65 3.13 GO
1.35 3.42 0.85 Gl
0.38 4.08 0.33 Gl
0.91 1.12 2.41 Gl
0.64 4.46 5.4 Gl
5.91 1.05 2.12 Gl
4.64 1.75 1.49 Gl
3.79 1.16 2.25 Gl
0.78 3.95 2.14 NI
1.51 8.86 5.36 NI
0.59 2.86 0.9 NI
5.62 1.8 1.96 NI
6.26 3.61 0.94 NI
1.18 4.77 0.37 NI
4.26 3.61 0.94 NI
3.26 2.2 1.06 NI
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Tabla 8. Abundancia relativa de los glicanos GP3-34 expresado como porcentaje del area integrada total.

S3.1 $3.2 $4.1 $4.2 $4.3 S4.4 Cohorte
1.98 6.47 0.47 0.69 1.77 0.18 GO
4.84 3.72 0.51 0.01 1.00 1.36 GO
4.94 3.65 0.26 0.35 0.91 1.30 GO
4.26 3.14 1.26 0.65 1.20 2.30 GO
4.40 3.75 0.56 0.60 1.03 1.51 GO
4.13 4.22 0.93 0.51 0.52 1.33 GO
5.13 2.94 1.09 0.47 0.86 1.43 GO
5.31 3.53 0.59 0.51 0.60 0.61 GO
5.09 3.66 0.13 0.56 1.09 0.72 Gl
4.66 3.65 0.34 0.46 0.90 1.66 Gl
4.84 3.76 0.84 0.36 0.52 1.07 Gl
5.07 3.02 1.06 1.20 0.61 0.96 Gl
3.85 4.55 0.25 0.61 1.83 0.03 Gl
4.87 3.66 0.43 0.34 0.86 1.31 Gl
4.65 3.33 1.12 0.50 0.94 1.47 Gl
2.84 5.71 0.59 0.83 1.32 0.15 NI
3.89 4.20 0.63 0.49 0.98 1.70 NI
5.27 3.44 0.38 0.48 0.63 1.05 NI
4.21 3.20 2.51 0.51 0.60 1.56 NI
4.31 3.10 1.68 0.60 0.80 2.00 NI
4.27 3.21 2.51 0.51 0.60 1.56 NI
4.37 2.81 1.83 1.56 2.00 0.17 NI
2.78 3.38 2.41 0.97 1.53 2.78 NI
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