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RESUMEN

La enfermedad de Chagas (ECh) es endémica de Latinoamérica, siendo México el
pais con el mayor nimero de infectados. Su agente causal, Trypanosoma cruzi,
muestra variabilidad genética entre sus cepas, con diferencias antigénicas y
geograficas. Se ha reportado que el uso de antigenos de cepas de distinto origen
geografico al de los sueros de individuos infectados, conlleva a una inmuno-
deteccion ineficiente. Esto es importante en México, donde circula el linaje Tcl con
baja carga parasitaria y anticuerpos, lo que dificulta alin més el diagndéstico. En este
trabajo, utilizando herramientas in silico, se identificaron 28 péptidos antigénicos de
cepas locales de T. cruzi. Estos péptidos fueron evaluados por ensayos de ELISA
junto con tres péptidos antigénicos reportados en la literatura y extractos totales de
proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de cepas locales, con el objetivo de
contribuir en el repertorio de antigenos Utiles para el diagnéstico serolégico de la
ECh. Para ello se utilizaron sueros caracterizados positivos y negativos al parasito
provenientes de las mismas y diferentes zonas endémicas de México, que las cepas
del parédsito. Los resultados mostraron que varios de los péptidos locales
identificados fueron reconocidos, aunque con baja eficiencia y por un nimero muy
limitado de sueros positivos a T. cruzi provenientes de Oaxaca, pero no por sueros
de otras zonas de México. Por el contrario, los péptidos reportados TcE (S 80%, E
86%, indice kappa 0.717 y AUC 0.9503) y PEP2 (S 53.3%, E 86%, indice kappa
0.435 y AUC 0.8919) mostraron una alta sensibilidad (S) y especificidad (E) con los
sueros positivos de todas las diferentes zonas endémicas del pais. De manera
relevante los extractos epimastigotes (S 100%, E 98%, indice kappa 0.984 y AUC
0.9982) y tripomastigotes (S 94.6%, E 98%, indice kappa 0.919 y AUC 0.9932) de
cepas locales fueron reconocidos de manera muy eficiente por los sueros positivos
de todas las diferentes zonas endémicas de México. En conclusion, este estudio
contribuye al diagnéstico seroldgico de la ECh al identificar nuevos antigenos de T.
cruzi reconocidos por sueros positivos de México. Por su buen desempefio y facil
obtencion en cultivo, los extractos totales de proteinas de epimastigotes, son una

alternativa prometedora como antigeno para la deteccion de anticuerpos. Se
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requieren mas estudios para validar clinicamente y en estudios seroepidemioldgicos

en poblacion abierta, las herramientas propuestas.

XV



ABSTRACT

Chagas disease (CD) is endemic to Latin America, with Mexico reporting the highest
number of infected individuals. Its causal agent, Trypanosoma cruzi, shows genetic
variability among strains, with antigenic and geographic differences. This is
important in Mexico, where the Tcl lineage circulates with low parasitic load and
antibodies, which further complicates diagnosis. In this work, using in silico tools, 28
antigenic peptides from local T. cruzi strains were identified. These peptides were
evaluated by ELISA assays along with three antigenic peptides reported in literature
and total protein extracts of epimastigotes and trypomastigotes from local strains,
with the aim of contributing to the antigen repertoire useful for the serological
diagnosis of CD. For this, sera characterized as positive and negative to the parasite
from the same and different endemic areas of Mexico from where the parasitic
strains originated, were used. The results showed that several of the identified local
peptides were recognized, although with low efficiency and by a very limited number
of T. cruzi positive sera from Oaxaca, but not by sera from other areas of Mexico. In
contrast, the reported peptides TcE (Se 80%, Sp 86%, kappa index 0.717 and AUC
0.9503) and PEP2 (S 53.3%, Sp 86%, kappa index 0.435 and AUC 0.8919) showed
high sensitivity (Se) and specificity (Sp) with positive sera from all different endemic
areas of the country. Notably, total protein extracts of epimastigote (Se 100%, Sp
98%, kappa index 0.984 and AUC 0.9982) and trypomastigote (Se 94.6%, Sp 98%,
kappa index 0.919 and AUC 0.9932) from local strains were very efficiently
recognized by positive sera from all different endemic areas of Mexico. In conclusion,
this study contributes to the serological diagnosis of CD by identifying new T. cruzi
antigens recognized by positive sera from Mexico. Due to their good performance
and easy obtainment in culture, total protein extracts from epimastigotes are a
promising alternative as an antigen for antibody detection. More studies are needed
to validate the proposed tools in clinical and seroepidemiological studies in open

populations.
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1. INTRODUCCION
1.1 Enfermedad de Chagas

1.1.1 Caracteristicas generales

La enfermedad de Chagas (ECh) también llamada Tripanosomiasis americana, es
una enfermedad tropical potencialmente mortal, causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido al humano y otros mamiferos,
principalmente por vectores triatominos. Estos insectos, varian segun la zona
geografica y presentan un ciclo selvatico y otro doméstico como resultado de su
adaptacion a la vivienda humana. Durante su ciclo doméstico, se han observado a
los triatominos principalmente en zonas rurales y marginadas en donde predominan
casas de paredes de barro, adobe y techos de paja, materiales que facilitan su
presencia y el consecuente contacto con el ser humano (Chagas, 1909; Pereira
Nunes et al., 2013; Yamagata & Nakagawa, 2006). No obstante, existen otras
formas de transmision menos frecuentes como es la transfusién sanguinea, la
materno-fetal, la via oral y por accidentes de laboratorio (Figura 1) (World Health
Organization (WHO), 2019).

La ECh presenta dos fases: 1) la fase aguda que presenta sintomas inespecificos
o datos patognomonicos del sitio de la picadura como el Chagoma de inoculacién
(induracién, indolora con eritema o un tono violaceo) o el Signo de Romafa (edema
palpebral unilateral, cuando la picadura es en péarpado) (Pérez-Molina & Molina,
2018; Rojo-Medina et al., 2018; Salazar-Schettino et al., 2016), y 2) la fase crénica
que se divide en una etapa crénica asintomatica o indeterminada y una etapa

cronica sintomatica (Figura 1) (Lidani et al., 2017; Molina et al., 2016).
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Figura 1. Historia Natural de la Enfermedad de Chagas en el humano. Rutas de transmision:1) vectorial, 2)
transfusion sanguinea o trasplante de 6rganos, 3) oral, 4) ruta congénita. Fase aguda (recuadro verde), periodo
de incubacion de 5-10 dias con sintomas inespecificos (fiebre o febricula, fatiga, mialgias, artralgias y
hepatomegalia o esplenomegalia) o patognoménicos como el Chagoma de inoculacion o el Signo de Romafia.
Entre los 10 dias a 8 semanas la parasitemia en sangre y los niveles de Ab anti-T. cruzi de tipo IgM estan
elevadas. Fase cronica (recuadro azul), desde las 8 semanas hasta 30 afios; con 60% de los casos
asintomaticos, 40% con manifestaciones clinicas como cardiomiopatia (20-30%), megaeso6fago o megacolon
(10-15%) y cardiodigestivas (1-5%), en donde la parasitemia es baja y los niveles de Ab anti-T. cruzi de tipo 1gG
estan elevadas (Modificado de Lidani et al, 2017).

1.1.2 Epidemiologia

La ECh es una enfermedad endémica de Latinoamérica que afecta a 21 paises
tropicales de Latinoamérica, entre ellos México. No obstante, gracias a la migracion
de individuos infectados la infeccion se ha extendido a través de la transmision
congénita y por transfusion con sangre infectada a zonas no endémicas
distribuyéndose a Europa, Asia y Oceania, convirtiendo a la ECh en un problema
global que afecta a nivel mundial entre 6 y 8 millones de personas infectadas por
este parasito (Lidani et al., 2019; Salud, 2015). En Latinoamérica, la cronicidad de
esta enfermedad representa una carga econdmica para el sector salud con una
pérdida estimada de 752,000 dias laborables por muertes prematuras, lo cual se
traduce en una baja de productividad de 1.2 billones de dolares. A nivel mundial, los
costos por atencion médica representan una pérdida anual global de $7.2 billones
de ddlares americanos por afio (Arnal et al., 2019; Conteh et al., 2010; Pérez-Molina
& Molina, 2018).



En México, una revision sistematica y el meta-andlisis de encuestas
epidemiolodgicas reportadas del 2006 al 2017, indica que la seroprevalencia
promedio a T. cruzi en nuestro pais es de 3.38% (IC 95% 2.59-4.16) y un estimado
de aproximadamente 4.06 millones de infectados con T. cruzi en México. También,
en este mismo analisis reportaron una seroprevalencia promedio de 2.21% en
mujeres embarazadas y aproximadamente 3193 casos de infeccion congénita
anual, considerando que hay aproximadamente 50,675 nacimientos en mujeres
embarazadas infectadas con T. cruzi. Finalmente, también estimaron una
seroprevalencia de 1.51% en menores de 18 afios, lo que indica que existe una

transmision activa de T. cruzi (Arnal et al., 2019).

1.1.3 Epidemiologia en Oaxaca

Oaxaca es reconocido como un estado altamente endémico de la ECh y en donde
esta presente el mayor numero de diferentes especies de triatominos en México. Es
uno de los estados mas meridionales de México, localizado a 17° latitud norte y 96°
longitud oeste. Presenta una poblacion total de 3,967,889 personas, de las cuales
el 23.2% radica en localidades de 1 a 499 habitantes, que generalmente
corresponde a zonas rurales y de dificil acceso, por lo que es el 3er estado con
mayor marginacion en el pais (Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO), 2015;
Coordinacion General del Comité Estatal de Planeacion para el Desarrollo de
Oaxaca, 2017b, 2017a). Como se dijo anteriormente, estas condiciones pueden
facilitar el contacto de los triatominos con el humano en las zonas endémicas.
Oaxaca es uno de los estados con mayor riqueza de especies de triatbminos en
México, encontrandose del género Triatoma a T. barberi, T. bolivari, T. dimidiata, T.
gerstaeckeri, T. nitida, T. pallidipennis, T. phyllosoma, T. picturata, y del género
Meccus a M. longipennis, M. mazzottii y Rhodnius prolixus (Benitez-Alva et al.,
2012; Cruz-Reyes & Pickering-Lopez, 2006; Ramsey et al., 2015; Secretaria de
Salud (SSA), 2019; Tay et al., 1986), los cuales se han identificado en el ciclo
domeéstico, peri-doméstico y silvestre (Ramsey et al., 2015; Tay et al., 1986).
Historicamente Oaxaca ha sido un lugar importante para el estudio de la ECh. En

1940 Mazzotti descubri6 los 2 primeros casos de la ECh en Tejomulco. Con base



en reportes de casos agudos y cronicos, asi como estudios entomolégicos, Oaxaca
se consideré como el primer estado endémico de la ECh en la republica mexicana
(R. Goldsmith et al., 1972, 1979; R. S. Goldsmith et al., 1985; Mazzotti, 1940;
Moreno Lopez et al., 2001; Tay et al., 1986). Tay y colaboradores en 1979,
realizaron una minuciosa revision de Chagas en México, identificando a Oaxaca
como un estado con alto numero de casos (Tay et al., 1979). En cuanto a datos
clinicos, en 1965 Biagi y Arce registraron 2 casos con miocardiopatias cronicas por
Chagas, siendo los primeros casos reportados en nuestro pais (Biagi & Gomez-
Arce, 1965). En 1982 Tay y colaboradores reportaron el primer caso de
megasigmoides y posteriormente en 1984 se registré el primer caso de
megaesoéfago secundario a Trypanosoma cruzi en una mujer residente del estado
de Oaxaca (Salazar-Schettino et al., 1984; Velasco-Castrejon & Trujillo, 1990). Cabe
mencionar que Oaxaca ha sido considerado por varios estudios, un estado con alta
prevalencia de infeccion por T. cruzi a lo largo del tiempo (Arnal et al., 2019; Ibafiez-
Cervantes et al., 2019; Tay et al., 1979, 1986; Velasco-Castrejon et al., 1992). En
1971 se realiz6 unas de las primeras encuestas serolégicas en donadores de
sangre, analizdndose 5 regiones de Oaxaca Yy registrando la siguiente
seroprevalencia para T. cruzi: Zona | (Puerto escondido y alrededores) con 29%,
Zona Il (Tehuantepec y alrededores) 0%, Zona Il (Mixteca alta) 2.6%, Zona IV
(Ixtlan) 0% y Zona V (Valle) 1.3% (R. Goldsmith et al., 1972). Durante 1971-1973 se
obtuvieron muestras de 238 personas de una comunidad rural en Oaxaca,
reportando una seroprevalencia del 5% en menores de 16 afios y del 67% en
adultos. Posteriormente en 1981 se registrd una disminucion en la seroprevalencia,
observandose 0.7% en nifios y 33% en adultos en la misma localidad, sugiriendo
gue posiblemente esta disminucion era debida al uso de insecticidas utilizados para
el control del vector de malaria (R. Goldsmith et al., 1979; R. S. Goldsmith et al.,
1985). También, otro estudio efectuado en 60 comunidades de Oaxaca a 4023
residentes mostro una seroprevalencia de 16.3% en el estado, de los cuales 2012
eran nifios de 0-12 afios con una seroprevalencia de 1.9% (R. Goldsmith et al.,
1979). En Santiago Yosotiche, Oaxaca; se estudiaron a 308 de los 375 habitantes

de la poblacion, encontrando 78 (25.3%) personas seropositivas para la T. cruzi



(Cortés et al., 1985). En otro trabajo, Moreno y colaboradores en el 2001 analizaron
a 540 pacientes cardidpatas originarios de la zona de Tehuantepec, de los cuales
13 tenian miocardiopatia dilatada con anticuerpos anti T. cruzi (Moreno Lopez et al.,
2001). De manera reciente, se calculé una seroprevalencia promedio a la infeccién
por T. cruzi en Oaxaca de 4.41% estimada en una revision sistematica y meta-
analisis de encuestas epidemiologicas de 11 afios (Arnal et al., 2019). En el 2017
se reporté que Oaxaca tiene una incidencia de 2.4 infectados con T. cruzi por cada
100 mil habitantes, mostrando ademas una transmision activa de la infeccion (Rojo-
Medina et al., 2018). En el boletin epidemiologico de México en el 2022, se
registraron 844 casos de ECh a nivel nacional, de los cuales 43 casos (5%)
corresponden a Oaxaca (Direccion General de Epidemiologia, 2022). Finalmente,
se ha registrado una mortalidad por ECh del 2000 al 2016 de 487 defunciones (274
hombre y 213 mujeres) en 18 entidades mexicanas, predominando los provenientes
del estado de Oaxaca, seguido de Guerrero y Veracruz (Secretaria de Salud (SSA),
2019).

1.1.4 Ciclo de vidade T. cruzi

Para cumplir su ciclo de vida, T. cruzi necesita de un vector invertebrado (triatbmino
hemat6fago) y un hospedero vertebrado definitivo que incluye al humano, perro,
gato, roedor, primate, etc. Tiene 4 formas de desarrollo en su ciclo de vida (Figura
2), de las cuales dos estdn presentes en el insecto vector (epimastigote y
tripomastigote metaciclico) y dos en el hospedero mamifero (amastigote y
tripomastigote sanguineo). El epimastigote, se encuentra en el intestino medio del
triatdbmino, mide entre 16 a 18 um con forma de huso y es la forma replicativa del
pardsito en el vector. El tripomastigote metaciclico, presente en las heces del vector,
tiene una forma de “S” o de “C”, mide de 18 a 21 um de largo, tiene un flagelo que
le permite el movimiento y es una fase que no presenta capacidad replicativa, pero
si infectiva para el mamifero. El tripomastigote sanguineo, morfolégicamente es
similar al tripomastigote metaciclico, pero se localiza en la sangre del hospedero,
siendo no replicativo e infectivo para el insecto vector. Finalmente, el amastigote,

es la forma intracelular del parasito en el mamifero encontrandose en células



mesenquimales como miocitos y enterocitos, con una forma esférica de 2 a 4umy
con capacidad replicativa (Secretaria de Salud, 2015) mediante una fisién binaria
longitudinal (Pérez-Molina & Molina, 2018; Rassi & Marin-Neto, 2010; Secretaria de
Salud, 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi. (1) El triatomino vector se infecta con tripomastigotes sanguineos durante
la ingesta sanguinea de un mamifero infectado. (2) Los tripomastigotes se transforman a epimastigotes para
replicarse (Recuadro azul) y en la porcion mas distal del intestino, desprendiéndose posteriormente de las
células intestinales para transformandose en tripomastigotes metaciclicos (Recuadro rosa) que son la fase
infectiva para el hospedero. (3) Cuando el triatomino hematéfago defeca después de la ingesta sanguinea libera
los tripomastigotes metaciclicos junto con las heces cerca de la herida de la picadura, entrando el parasito a
torrente sanguineo por autoinoculacién tras la rascadura. (4) El tripomastigote metaciclico invade e infecta las
células de origen mesenquimal, intestinales y cardiacas, transformandose en amastigotes para iniciar su
replicacién por fision binaria. Los amastigotes se transforman entonces en tripomastigotes sanguineos, siendo
liberados en el torrente sanguineo infectando nuevas células y propagando asi la infeccion. (5) La lisis de células
infectadas provocan las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Los tripomastigotes sanguineos pueden ser
ingeridos por un triatomino durante la ingesta sanguinea iniciando un nuevo ciclo de vida del parasito (Pérez-
Molina & Molina, 2018; Rassi & Marin-Neto, 2010; Secretaria de Salud, 2015). Elaboracién propia de la
figura mediante BioRender.



1.1.5 Diagndstico de ECh

Para realizar el diagnostico de T. cruzi se deben considerar los datos clinicos,
epidemioldgicos y de laboratorio. En la fase aguda, especialmente entre los 7 a 15
dias de iniciado el cuadro clinico, se presentan altos niveles de parésitos en sangre,
por lo que su identificacion es a travées de la basqueda de tripomastigotes en sangre
por diferentes métodos como; el xenodiagnadstico, la observacion microscépica en
fresco y el hemocultivo. Estas pruebas presentan una sensibilidad y especificidad
variable, tiempos de respuesta variables, que en algunos casos puede llegar a ser
prolongado (xenodiagnostico y hemocultivo) y solo pueden ser realizados por
personal capacitado (De Marchi et al., 2011; Panamerican Health Organization,
2018; Secretaria de Salud (SSA), 2019). Durante la fase cronica el diagndstico se
complica debido a la presencia de una carga parasitaria baja e intermitente, por lo
cual se recurren a pruebas seroldgicas para la identificacién de Ab IgG anti-T. cruzi
con pruebas como el Inmuno Ensayo Enzimatico (ELISA), la Hemaglutinacion
Indirecta (HAI) o la Inmunofluorescencia indirecta (IFI). El protocolo de diagndstico
requiere del uso de dos técnicas con diferente principio: una prueba con elevada
sensibilidad (por ejemplo, ELISA con Ag totales) y otra con elevada especificidad
(por ejemplo, ELISA con Ag recombinantes). En el caso de las pruebas de ELISA
utilizando extractos crudos o recombinante y el HAI, se puede llegar a obtener una
certeza diagnostica del 95 al 98%. En caso de presentar resultados discordantes en
las dos pruebas anteriores, se debe realizar una tercera prueba como por ejemplo
una IFI, gue en caso de repetirse la discordancia se debe realizar el procedimiento
completo con una nueva muestra. Una problematica importante que se presenta es
que la reactividad de una sola prueba serolégica no se considera un diagndstico
definitivo y el uso de mudltiples pruebas aumenta considerablemente el costo del
diagnéstico (Gomes et al., 2009; Lopez-Monteon et al., 2019; Panamerican Health
Organization, 2018; Rubio-Ortiz et al., 2020; Secretaria de Salud (SSA), 2019). En
México, la Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2014 es la que se sigue para la
vigilancia epidemiolégica, prevencion y control de las enfermedades transmitidas
por vector, en donde esta considerado el diagnostico de la enfermedad de Chagas

(Secretaria de Salud (SSA), 2014). Para confirmar casos agudos y crénicos el



Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos (INDRE) es el Laboratorio
Nacional de Referencia en el cual se aplica un algoritmo de pruebas parasitoldgicas
basicas y tres pruebas serolégicas, considerando ademas criterios clinicos y
epidemioldgicos (Secretaria de Salud (SSA), 2019).

1.1.6 Caracteristicas y genoma de T. cruzi

T. cruzi es un protozoo unicelular polimoérfico flagelado que pertenece al subfilo
Mastigophora, orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae. Sus 4 formas de
desarrollo presentan una superficie celular, flagelo, ndcleo y citoesqueleto. El
citoplasma contiene organelos como el complejo mitocondria-cinetoplasto,
glicosomas, calcisomas, inclusiones lipidicas, entre otros; siendo el complejo
mitocondria-cinetoplasto el que contiene una parte del ADN de T. cruzi que le
confiere el nombre de kinetoplastidos, al igual que a los otros miembros de la familia
como T. brucei y Leishmania (W. De Souza, 2009; D. E. Teixeira et al., 2012).

En el 2005 se describio el genoma de T. cruzi de la cepa CL Brener, que presenta
un genoma diploide de 22,570 proteinas codificadas por genes, de los cuales 12,570
representan pares alélicos, con mas del 50% de secuencias repetidas (Cano et al.,
1995; El-Sayed et al., 2005). EI material genético del T. cruzi se encuentra localizado
en su mayoria (75%-80%) dentro del nucleo conformado por los cromosomas,
parcialmente condensados durante la division celular. Del 20 al 25% del ADN
restante, como se dijo anteriormente, se encuentra localizado en el cinetoplasto
denominandosele ADN-k localizado al interior de la Unica mitocondria, cerca del
corpusculo basal que contiene una densa red de dos tipos de ADN en formas
circulares, los maxicirculos y los minicirculos (W. De Souza et al., 2017; R. T. Souza
et al., 2011). Los maxicirculos, son unas pocas docenas de ADN circular de 20 a
40kb segun la especie, equivalente al ADN mitocondrial en otros eucariontes, los
cuales codifican para productos genéticos mitocondriales como son ARNt (acido
ribonucleico de transferencia) y para subunidades del complejo de la cadena
respiratoria (Berna et al., 2019; Lukes et al., 2002; Westenberger et al., 2006). Los
minicirculos son en un numero de miles, con un tamafio que va de 0.5 a 10 kb

dependiendo de la especie y cuya poblacion es heterogenia variando rapidamente



a causa de mutaciones puntuales (Lukes et al., 2002; Riou & Delain, 1969; Ryan et
al., 1982). Codifican a los ARN guias (ARNg), que participan en un proceso post-
transcripcional llamado edicion de los ARNm que es necesario para su maduracion
y que sean funcionales para codificar diversas proteinas (Berna et al., 2019; Lukes
et al., 2002; Westenberger et al., 2006).

Por su parte, la expresion del ADN nuclear produce pre-ARNm policistronicos; es
decir, se co-transcriben varios genes en el mismo RNA mediante la ARN polimerasa
II, que por un procesamiento de trans-splicing en su extremo 5’ y poliadenilacion en
su extremo 3’ se generan los ARNm maduros funcionales. De este modo todos los
ARNmM presentan en su extremo 5’ una secuencia lider o miniexén idéntica. Por lo
tanto, la expresion genética de T. cruzi al igual que de los otros tripanosomatidos se
regula a nivel post-transcripcional (El-Sayed et al., 2005; GOmez Gutiérrez &
Montedn Padilla, 2008).

1.1.7 Caracterizacion de cepas de T. cruzi

Las cepas de T. cruzi presentan una gran variabilidad genética, por lo que su
estructura poblacional ha sido un punto importante de investigacion, presentando
diversas clasificaciones de sus subgrupos a lo largo del tiempo. En un principio,
gracias a analisis electroforético de isoenzimas se clasificaron en Zimodemas (Z1,
Z2y Z3) (Guzman-Marin et al., 1999), posteriormente se clasificaron con base en el
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion del ADN-k (RFLP, por sus
siglas en inglés). Otra clasificacion que se realizo fue por su capacidad de producir
lesiones y por su virulencia, clasificandose en Biodemas I, Il y Il (Andrade &
Magalhaes, 1997; Zingales et al., 2012). M&s adelante, la clasificacion se realiz6 de
acuerdo con marcadores genéticos como el andlisis de microsatélites, de
polimorfismos de la secuencia del miniexon y del ADNr 24s, utilizando técnicas
como RFLP, andlisis de ADN polimérfico y amplificando al azar (RAPD por sus
siglas en inglés), asi como por ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa de
baja astringencia con oligonucleétidos especificos (LSSP- PCR, por sus siglas en
inglés). Estos analisis establecieron en aquel entonces a 2 linajes principales: T.

cruzi | (Tcl) y T. cruzi Il (Tcll). Otra clasificacion, consideraba a los dos grupos de



cepas con el nombre Unidades Discretas de Tipificacion (DTU, por sus siglas en
inglés) en DTU Iy DTU Il. EI DTU | se subdividia a su vez en cuatro haplotipos de
a-d y el DTU Il se subdividia en cinco sublinajes de lla-lle. Pudiendo observar la
gran diversidad de cepas y sus diferentes caracteristicas, posteriormente las cepas
del parasito se clasificaron en 6 grupos de Tcl-TcVI. Mas recientemente, dado que
existian diversas clasificaciones de las cepas de T. cruzi, en el afio 2009 un comité
de expertos propuso un consenso para su clasificacion, agrupandolas en 6 DTU: de
Tcl a TcVI, con el objetivo de mejorar su comparacion y la comunicacion entre la
comunidad cientifica (Breniére et al., 2016; Jiménez et al., 2019; Zingales et al.,
2012), mostrando ademas que las cepas tenian una diferente distribucidon
geografica en Latinoamérica (Figura 3). Por ultimo, se ha afiadido un nuevo DTU
llamado Tc Bat, el cual se aislo en murciélagos del centro y sureste de Brasil (Marcili
et al., 2009) y que posteriormente se encontré en un nifio de 5 afios en Colombia
(Ramirez et al.,, 2014), considerandose recientemente como un séptimo DTU
(Zingales, 2018).
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Figura 3. Distribucién geogréfica aproximada de T. cruzi. Ciclo doméstico (rojo) y silvestre (azul), y
manifestaciones clinicas por DTU. Modificada de(Guhl, 2013, 2017; Jiménez et al., 2019; Zingales et al., 2012).
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La variabilidad genética de T. cruzi se observa no solo entre los DTU, sino también
entre las diferentes cepas de un mismo DTU. Se ha determinado que el tamafio del
genoma puede variar en un 48% entre los DTUs lo que equivale hasta 73 Mpb de
diferencia, cayendo estas variaciones en secuencias de ADN repetidas y no
codificantes (Briones et al., 1999; Henriksson et al., 1997; Pedroso et al., 2003; R.
T. Souza et al.,, 2011; Vargas et al., 2004). Se ha reportado por andlisis de
microespectrofluorometria (Dvorak et al., 1982), electroforesis en gel de campo
pulsado (Branche et al., 2006; Brisse et al., 2003; Henriksson et al., 1997, 2002;
Pedroso et al., 2003; Simdes-Barbosa et al., 1999; R. T. Souza et al., 2011; Vargas
et al., 2004), citometria de flujo (Dvorak et al., 1982; Franzén et al., 2012; Lewis et
al., 2009; Panzera et al., 2007) y analisis de cariotipo (Galindo et al., 2007; Myler,
1993; Reis-Cunha et al., 2015; A. R. L. Teixeira et al., 1994; Triana et al., 2006) que
en promedio, el tamafio del genoma mas pequefio corresponde a las cepas Tcl
(Lewis et al., 2009). Estas diferencias en el contenido de ADN muestran la
plasticidad gendmica del parasito generando una diversidad fenotipica entre sus
cepas (Zingales, 2018). Haciendo un andlisis del genoma de las cepas que han sido
secuenciadas y publicadas en la base de datos de TritrypDB
(https://tritrypdb.org/tritrypdb/), encontramos claras variaciones en el tamafio de los
genomas haploides de diferentes DTUs, asi como dentro del mismo DTU. Cabe
mencionar que algunos de estos genomas no han sido secuenciados a totalidad
aun, por lo que no se cuenta con sus secuencias completas. Encontramos que el
tamafo del genoma de las cepas Tcl son en promedio mas pequefias que las de
las cepas TcVIy también se observan diferentes tamafios de genomas entre cepas

del mismo DTU, como se muestra en la Tabla 1.

11



Tabla 1. Caracteristicas genéticas de los diferentes DTUs en
relacion con su tamafio de genoma.
Tamainio del
Cepa DTU | Genoma Haploide | Genes
(Mpb)
Dm28c 2018 Tcl 53.27 19112
Sylvio X10/1 Tcl 41.38 20684
Y C6 Tcll 47,22 17713
Brasil A4 Tclll 45.56 18779
CL Brener Esmeraldo-like TcVI 65.03 21192
CL Brener no similar a Tevi 65.03 29912
Esmeraldo
TCC TcVI 87.06 29302
Cepa marinkellei B7 TcVI 38.65 10282
Elaborado en este trabajo a partir de la pagina https://tritrypdb.org/tritrypdb/
Datos actualizados hasta el 2020.
Nota: Se debe tener en cuenta que algunos de los genomas arriba reportados
corresponden a genomas aun no completos.

De manera interesante, recientemente se publicé un analisis filogenético de
diversas cepas de T. cruzi, en donde se mostrd que estas se agrupan de acuerdo
con la regién endémica de origen, apoyando la propuesta de que las cepas del
parasito tienen una distribucion geografica diferencial (Polonio et al., 2021).

1.1.8 Caracterizacion de las cepas T. cruzi en México

Existen pocos reportes sobre la caracterizacion de las cepas del parasito en nuestro
pais. En un primer estudio se identificé la heterogeneidad bioldgica de las cepas de
T. cruzi que circulan en México (Lépez-Olmos et al., 1998). También, se ha llevado
a cabo su caracterizacion bioquimica o enzimatica, en donde se mostré que las
cepas presentes en la republica mexicana tienen una homogeneidad relativa
(Galvan et al., 1983; Lopez-Olmos et al., 1998). Posteriormente, basandose en los
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) que se
encuentran asociados con el espaciador intergénico del ARNr, las cepas
provenientes de Jalisco, Morelos, Zacatecas, Oaxaca y Yucatan mostraron una

heterogeneidad genética (Zavala-Castro et al.,, 1992). Con respecto a su
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clasificacion, durante muchos afios se identific6 Unicamente a cepas Tcl en los
aislados del parasito, reportandose como el Unico linaje presente en México
(Bosseno et al., 2002; Sanchez-Guillén, Bernabé, et al., 2006). Posteriormente,
cuando se llevé a cabo la genotipificacion de cepas en muestras de heces de
triatdbminos tanto del &mbito silvestre como domiciliario, en donde se encontré que
ademas de Tcl, también estaban presentes los otros DTUs (Tcll, Tclll, TclV, TcV y
TcVI) (Bosseno et al., 2002; Gomez-Hernandez et al., 2011; Ibafez-Cervantes et
al., 2013; Loépez-Cancino et al., 2015; Martinez et al., 2013; Ramos-Ligonio et al.,
2012; Ruiz-Sanchez et al., 2005; Sanchez-Guillén, Bernabé, et al., 2006). Como se
muestra en la Figura 4, con los datos de la literatura y los obtenidos en nuestro
laboratorio en trabajos previos, nuestro grupo elaboré un mapa de su distribucion
de los diferentes DTUs en nuestro pais, en donde se observa que el 77.51%
corresponde a cepas Tcl, seguido con un 7.86% de Tcll, 5.69% de TcVI, 3.79% de
TcV, 3.25% de TclV y 1.90% de Tclll (Martinez-Cuevas, 2018), mostrando que aun
cuando los 6 DTUs estan presentes en nuestro pais, el DTU Tcl es el genotipo
predominante. Es importante mencionar que los individuos infectados con las cepas
Tcl, se caracterizan por presentar bajos niveles de parasitemia en sangre y bajos
titulos de Ab en comparacion con los infectados con los otros DTU, lo cual dificulta
el diagndstico de la enfermedad en los lugares en donde estan presentes o
predominan las cepas con ese DTU (Bosseno et al., 2002; Coura et al., 2013; World
Health Organization, 2007).

13



3.25% 3.79% 5.69%

1.90%
7.86

Figura 4. Distribucién de la diferentes DTU de T. cruzi en México. En México se reporta la presencia de los
seis DTU, siendo Tcl el mas distribuido y predominante a lo largo del territorio nacional, mientras que el resto
de los DTU s se han encontrado hasta el momento en la zona centro y sureste del pais (Martinez-Cuevas,
2018).

1.1.9 Variabilidad biolégica de las cepas de T. cruzi

La heterogeneidad de las cepas de T. cruzi, como resultado de su variabilidad
genética, se refleja en la diversidad de sus caracteristicas biolégicas, moleculares,
y antigénicas, asi como en las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Afez et al., 2004; Araujo & Berne, 2013; Carneiro et al., 1991; Fernandes et al.,
1997; Jiménez et al., 2019; Meza et al., 2014; Morel et al., 1980; Ruiz-Garcia et al.,
2000; Souto et al., 1996; Telleria & Tibayrenc, 2017; Zingales et al., 2012). Por
ejemplo, se ha reportado que algunas cepas producen mas alteraciones y dafio a
organos en comparacion con otras y/o que presentan diferente resistencia al
tratamiento con benznidazol, aun cuando éstas pertenezcan al mismo DTU
(Espinoza et al., 2010; Guzman-Marin et al., 1999; Jiménez et al., 2019; Lidani et
al., 2017; V. Monteon et al., 2009; Moure et al., 2016; Pinto et al., 1998; Sanchez-
Guillén, Bernabé, et al., 2006; Sanchez-Guillén, Lépez-Colombo, et al., 2006;
Zingales, 2018). Se ha propuesto que ademas del parasito, las caracteristicas

propias del hospedero como son la edad, la genética y su sistema inmune pudieran
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también estar implicados en la generacion de las diferentes formas clinicas de la
ECh (De Fuentes-Vicente et al., 2019; Zingales, 2018). Por otro lado, se ha
mostrado que las condiciones geo-climaticas como son la temperatura, elevacion y
precipitacion por mencionar algunas, determinan la distribucion del insecto vector y
por lo tanto la transmision vectorial del parasito, asi como la consecuente
distribucion de los DTUs del parasito y su eco-epidemiologia (Figura 3) (lhle-Soto
et al., 2019; Zingales et al., 2012).

1.1.10 Variabilidad antigénica de las cepas de T. cruzi

La variabilidad genética de las cepas del paréasito, también se refleja en su diferente
perfil antigénico, ya que presentan en su superficie antigenos que son codificados
por familias multigénicas altamente polimérficas, como las proteinas de superficie
trans-sialidasas, MASP y mucinas (Buscaglia et al., 2006; Campo et al., 2004,
Cerqueira et al., 2008; Di Noia et al., 1998; Pitcovsky et al., 2002).

Se ha propuesto que esta variabilidad antigénica de las cepas, en la deteccion de
sueros positivos y negativos a T. cruzi, se relaciona con la alta discordancia que
presentan las pruebas serolégicas comerciales. En este sentido, se ha planteado
gue son tres los factores que influyen en estos resultados discordantes: 1) La
variabilidad genética, biolégica y antigénica de las cepas del parasito, 2) La
distribucién geografica diferencial de las cepas de T. cruzi y 3) Las diferencias entre
poblaciones humanas respecto a la respuesta inmune (Moure et al., 2016; Truyens
et al., 2021, Zingales, 2018). En cuanto a las diferencias entre la respuesta inmune
de las poblaciones humana, se ha reportado una menor produccion de anticuerpos
en muestras sanguineas de mujeres embarazadas originarias de México en
comparacién con sueros de Argentina y Honduras (Truyens et al., 2021; World
Health Organization, 2007). Estas diferencias eco-epidemiolégicas que se
presentan en la ECh, secundarias a la constitucion del hospedero; asi como, el
genotipo, variabilidad biolégica, molecular y antigénica del parasito, han mostrado
la necesidad de utilizar pruebas seroldgicas con antigenos nativos; es decir, el uso
preferente de antigenos de cepas locales que permitan un mejor reconocimiento
antigénico (Bongertz & Dvorak, 1983; Di Noia et al., 2002; Gutierrez et al., 2004;
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Miles et al., 1981; Moure et al.,, 2016; Truyens et al.,, 2021; World Health
Organization, 2007; Zingales, 2018; Zingales et al., 2009, 2012). No obstante, la
mayoria de las pruebas comerciales utilizan extractos totales, antigenos
recombinantes o péptidos de proteinas obtenidos de cepas circulantes en Sur
América, las cuales son antigénicamente diferentes de las cepas presentes en
México, obteniéndose una baja especificidad y sensibilidad en las pruebas
serologicas (Ballesteros Rodea et al., 2018; Barfield et al., 2011).

Se han reportado ensayos seroldgicos utilizando antigenos de cepas aisladas de
diferentes paises endémicos, encontrandose un mejor reconocimiento cuando se
usan sueros de individuos infectados de las mismas zonas (World Health
Organization, 2007). Por ejemplo, en muestras de Brasil y Panamda, donde se
aplicaron diferentes pruebas comerciales (Chagas lll, ELISAcruzi, Chagatek,
Chagatest y Pathozyme) se observaron diferencias en el reconocimiento (Caballero
E. etal., 2019; Caballero et al., 2007). En otro estudio, evaluaron 11 test comerciales
distintos, en laboratorios de referencia de 8 paises diferentes. Las pruebas fueron
realizadas con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de diferentes
zonas endémicas y no endémicas, encontrando diferencias significativas en los
niveles de sensibilidad y especificidad, que se relacioné con la distinta capacidad
antigénica de las cepas presentes en las diferentes regiones (Sanchez-Camargo et
al., 2014). La importancia del uso de antigenos autéctonos se ha reportado incluso
en paises no endémicos. Por ejemplo, en un estudio retrospectivo realizado en
migrantes latinoamericanos con la ECh que habian vivido en Europa por mas de 4
afos, se identific6 una serodiscordancia en las pruebas de ELISA (Moure et al.,
2016). En apoyo a los reportes anteriores, en un articulo publicado recientemente,
analizaron el origen filogenético de varias cepas del parasito de donde provienen
los antigenos utilizados en diferentes kits comerciales de diagndstico. En este
trabajo los resultados mostraron una distancia filogenética en las cepas que circulan
en México y Estados Unidos con respecto a las cepas de otros paises endémicos
de Sudamérica, asi como una escasa conservacion de antigenos entre las distintos

DTUs del parasito con relacion a su distribucion geografica diferencial, lo que
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pudiera explicar el rendimiento limitado de las pruebas seroldgicas (Majeau et al.,
2021).

En México también se han observado resultados similares. Por ejemplo, en un
trabajo realizado en el estado de Puebla, se obtuvo una mejor deteccion de la
infeccion con T. cruzi cuando se utilizaron extractos totales de proteinas proveniente
de cepas aisladas de la misma comunidad que cuando se utilizaron estuches
comerciales (Chagatest Wiener Laboratories Group, Rosario, Argentina)
conteniendo antigenos (Ag) de cepas del parasito de otros paises endémicos
(Pérez-Fuentes et al., 1998). Resultados similares fueron obtenidos por Sanchez-
Guillen y colaboradores en el 2001, quienes observaron un mejor reconocimiento
en muestras seroldgicas de individuos mexicanos infectados con el parasito, al
utilizar Ag de cepas autdctonas que cuando usaron Ag de cepas de Argentina
(Sanchez et al., 2001). También, Guzman-GOmez y colaboradores en el 2015
evaluaron sueros de individuos infectados con T. cruzi de zonas endémicas del
estado de Veracruz, utilizando tres pruebas de ELISA comerciales contendiendo Ag
de cepas de otros paises endémicos y dos pruebas caseras con Ag del parasito
locales. Los resultados mostraron una capacidad muy limitada para detectar la
infeccion por T. cruzi con las pruebas comerciales en comparacion con las pruebas
caseras (Guzman-Gomez et al., 2015). Por su parte, Bucio y colaboradores en
1999, llegaron a la misma conclusion que los trabajos anteriores, cuando utilizaron
como Ag proteinas totales de cepas de 3 diferentes estados de México (Querétaro,
Morelos y Yucatan) y sueros de individuos infectados de Argentina y México,
evidenciando ademas que el estadio de desarrollo del parasito (tripomastigotes,
epimastigotes o amastigote) es también importante para el reconocimiento (Bucio
et al., 1999). En este sentido, la mayoria las pruebas comerciales utilizan proteinas
de epimastigotes (estadio presente en el insecto vector) por su facil obtencién en el
laboratorio y porque comparte proteinas con los tripomastigotes. Siendo pocas las
pruebas serologicas comerciales que utilizan antigenos de amastigotes y
tripomastigotes (estadios presentes en el mamifero), por su dificil obtencién en el
laboratorio (Almeida et al., 1997; Bucio et al., 1999).
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Los resultados anteriores han mostrado la necesidad de llevar a cabo el aislamiento
y caracterizacion de cepas del parasito que circulan en diferentes regiones
endémicas de la ECh. Esto no solo es indispensable para entender la eco-
epidemiologia de la enfermedad en las diferentes zonas endémicas, sino también
para poder identificar y caracterizar antigenos de T. cruzi locales que permitan una
mejor deteccion seroldgica de los sueros positivos al parasito, provenientes de las

mismas zonas.

1.2 Antecedentes Directos

1.2.1 Identificacion de antigenos de T. cruzi

Las pruebas seroldgicas con Ag provenientes del lisado total del parasito presentan
una alta sensibilidad, pero baja especificidad en regiones co-endémicas de
Leishmaniosis o infecciones por T. rangeli (Araujo, 1986; Chiller et al., 1990; Godsel
et al., 1995; Malchiodi et al., 1994; Vexenat et al., 1996).

Los Ag utilizados para las pruebas serolégicas son determinantes para obtener una
buena sensibilidad y especificidad. Como se menciond anteriormente, los Ag que
mas se han utilizado son extractos crudos de epimastigotes sonicados (Cervantes-
Landin et al., 2014; V. M. Monte6n et al.,, 1989; Pérez-Fuentes et al., 1998),
proteinas extraidas de epimastigotes (Morgado et al., 1989; Partel & Rossi, 1998;
Solana et al., 1995), epimastigotes completos fijados (Antas et al., 2000; Berrizbietia
et al., 2004; Carbonetto et al., 1989), amastigotes fijados y sonicados (Araujo &
Guptill, 1984; Matsumoto et al., 1993; Pan & McMahon-Pratt, 1989), proteinas
recombinantes (Almeida et al., 1997; Saez-Alquézar et al.,, 2000; Umezawa &
Franco Da Silveira, 1999), antigenos excretados o secretados de epimastigotes (Ag
ESEA) (Berrizbeitia, 2013; Umezawa et al., 1996) y tripomastigotes (Ag TESA),
presentando estos Ultimos una mejor sensibilidad y especificidad en pruebas de
ELISA y Western blot (Berrizbeitia et al., 2006; Berrizbietia et al., 2004; Nagarkatti
et al., 2014; Umezawa et al., 1996, 2001, 2009). También, se han utilizado péptidos
sintéticos con éxito (Carmona et al., 2012, 2015; De Oliveira Mendes et al., 2013;

Elisei et al., 2018; Mucci et al., 2017). Como se menciond anteriormente, se ha
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propuesto que el uso de antigenos de epimastigotes no es el mas adecuado ya que
es el estadio de desarrollo presente en el insecto vector y comparte algunas de sus
proteinas con los otros estadios, pero su amplio uso se debe a que es la forma de
facil cultivo en el laboratorio. Los tripomastigotes sanguineos generan una
respuesta inmunitaria mas especifica y en consecuencia disminuye los falsos
positivos y reacciones cruzadas en la identificacion (Aznar et al., 1997; Berrizbeitia,
2013; Lépez-Monteon et al., 2019; Rubio-Ortiz et al., 2020). Se ha reportado, como
es esperado, que la realizacion de las pruebas de ELISA con tripomastigotes
presenta una mayor especificidad y en ocasiones mayor sensibilidad que cuando
se utilizan epimastigotes; sin embargo, su uso es restringido por el alto costo y
dificultad técnica en su obtencion en el laboratorio (Almeida et al., 1997; Berrizbietia
et al., 2004).

Los antecedentes previamente mencionados, han mostrado la necesidad de
identificar y caracterizar, proteinas antigénicas utilizando cepas autoctonas de cada
pais endémico. En México, solo se cuenta con una prueba seroldgica desarrollada
con antigenos de cepas mexicanas a partir de un extracto total de epimastigotes,
mostrando una buena sensibilidad, pero bajos niveles de especificidad. Por lo que,
es necesario identificar y caracterizar antigenos de tripomastigotes de cepas del
parasito presentes en la Republica Mexicana, que sean capaces de reconocer con
buena sensibilidad y especificidad sueros reactivos a T. cruzi de nuestro pais. Esto
contribuiria en la generacion de una plataforma de antigenos autéctonos utiles para
el desarrollo futuro de pruebas serologicas con una alta sensibilidad, y el uso de
antigenos recombinantes autéctonos que pudieran mejorar la especificidad de las

pruebas.

1.2.2 Resultados previos

En México son pocos los aislados del parasito que han sido obtenidos, y solo en
algunos casos se cuenta con su caracterizacion parcial. Por lo tanto, a fin de contar
con cepas de T. cruzi presentes en zonas endémicas de la ECh en México, en un

trabajo previo, nuestro grupo de investigacion aisl6 y caracteriz6 bioldgica,
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molecular y antigénicamente 15 cepas de T. cruzi (Martinez-Cuevas, 2018). Como
modelo de estudio los triatominos fueron colectados en Oaxaca, ya que en México
es un estado altamente endémico de la ECh, tiene el mayor nUmero de especies
diferentes de triatominos y circulan diferentes DTUs de T. cruzi (Martinez-Cuevas,
2018). Por lo tanto, consideramos que las cepas del parasito aisladas provenientes
de Oaxaca podrian ser representativas de aquellas que circulan en las diferentes
zonas endémicas de la ECh en la Republica Mexicana. Las cepas aisladas
mostraron una heterogeneidad molecular (Tcl, Tcll y TcV) y biolégica
(metaciclogénesis, diferenciacion extracelular e infectividad en un modelo celular y
de raton). Ademas, por ensayos de Western Blot se determind que los extractos
totales de proteinas de tripomastigotes de los aislados, tienen un perfil antigénico
diferente con sueros reactivos a T. cruzi provenientes de las mismas zonas que los
aislados, indicando su variabilidad antigénica. Ensayos de inmunoprecipitacion de
extractos totales de proteinas de epimastigotes o tripomastigotes de los aislados
con una mezcla de sueros reactivos y no reactivos (control) a T. cruzi, ligados a
espectrometria de masas y secuenciacion masiva, se identificaron las proteinas
antigénicas. En epimastigotes se identificé un total de 68 proteinas, que después de
aplicar los criterios de seleccion, quedaron 64 proteinas, de las cuales se
identificaron in silico 721 epitopos antigénicos. Al analizar estas secuencias en la
base de datos de NBCI, se determind que los epitopos predichos poseian mas del
80% de similitud con otros tripanosomatidos, o con otros microorganismos,
indicativo de una alta probabilidad de mostrar reaccion cruzada. Estos resultados
con epimastigotes, indicaron que las proteinas y péptidos antigénicos de
epimastigotes identificados pueden ser buenos antigenos en cuanto a sensibilidad,
pero probablemente en cuanto a especificidad. En el caso de tripomastigotes, se
identificaron 432 proteinas antigénicas y 8170 epitopos. De este total se
seleccionaron los mejores candidatos, utilizando los siguientes criterios: 1)
Proteinas que tuvieran un valor de prediccion de epitopos mayor a 0.90, que no
tuvieran alta homologia con otros tripanosomatidos, microorganismos u otros
eucariontes, y que se encontraran en al menos dos, de los tres experimentos

independientes realizados. Con estos criterios se identificaron a 4 candidatos: una
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proteina de ensamblaje de la cubierta de clatrina (Q4CRX2), una proteasa de
superficie (Q4CPFO0), y dos proteinas no caracterizadas (Q4DJ00 y Q4DX97). 2)
Proteinas con un valor de prediccion de epitopos de 0.95-0.98 y una localizacién en
membrana plasmatica o que fueran secretadas, identificandose a 11 candidatos:
TcMUCII (Q4E046 y Q4D412), dos MASP (mucin associated surface protein;
Q4E2A9 y Q4E4WS8), una transialidasa (Q4D9H3), una ubiquitin ligasa (Q4D7V1),
una lipasa (Q4CQ28), una Subunidad de oligosacariltransferasa (Q4D2C9), una
alpha-1,2-Manosidasa (Q4DC56), una NADH-citocromo b5 reductasa (Q4DYC3) y
una proteina no caracterizada (Q4CY87). 3) Proteinas con un valor de prediccion
de epitopos de 0.95-0.98 y que se encontraron en los 3 experimentos
independientes realizados, identificando a 7 candidatos: espermidina (Q4CXJ6), un
inhibidor de ribonucleasa (Q4DLI2), una proteina de transporte de la familia Secl
(Q4E2E3), una proteina de ensamblaje de la cubierta de clatrina (Q4CRX2), una
proteina de choque térmico HSP-70 (Q4CL09), una proteina de interaccién con Hsc-
70 (Q4DAT®6), y una metalopeptidasa de zinc (Q4E5H7). Y 4) Proteinas que tuvieran
antigenos que han sido probados experimentalmente y reportados en la literatura,
identificando a dos candidatos méas: (Q4DCWO/Proteina no caracterizada y

Q4E2M9/Glucosa-6-fosfato isomerasa).

Para el andlisis de estos candidatos es importante considerar las diferentes
alternativas para su estudio, tomando en cuenta las ventajas y desventajas que
ofrecen cada una de éstas. Por ejemplo, el uso de péptidos sintéticos que tienen la
ventaja de producirse facilmente en grandes cantidades y con buena pureza,
ademas de que se ha visto que son Utiles para aumentar la especificidad en los
ensayos seroldgicos. Es importante evaluar a estos péptidos de manera individual
como en combinaciones, considerando que se ha reportado que es mejor el uso de
mezclas de antigenos para obtener una buena sensibilidad y especificidad (Da
Silveira et al., 2001; Houghton et al., 1999). Sin embargo, los péptidos sintéticos
también presentan inconvenientes, como el hecho de que se degradan facilmente
por enzimas proteoliticas y que solo se pueden sintetizar de un tamafio corto menor

de 30 aa. Ademas, de que no cuentan con modificaciones postraduccionales que
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pudieran ser importantes para su reconocimiento por el sistema inmune y carecen
de la estructura secundaria que tendrian cuando estan presentes en la molécula
completa, otro factor importante para su reconocimiento (Grof} et al., 2016; Mucci et
al., 2017; Peralta et al., 1994; Ucar et al., 2019). Otra alternativa, es el uso de
proteinas recombinantes, que tienen como ventaja el poderse obtener de manera
relativamente rapida, sencilla y de bajo costo en el laboratorio. No obstante, se
puede presentar un bajo rendimiento en su obtencion y pueden presentar dificultad
en su purificacion cuando son proteinas de alto peso molecular o téxicas, pudiendo
también contener contaminantes con proteasas del sistema bacteriano en donde se
obtienen (Guevara-Hernandez et al., 2013; Lara, 2011; Rosano & Ceccarelli, 2014).
Otro método para considerar y que se ha utilizado con frecuencia, es el uso de
extractos totales de epimastigotes, que han mostrado buenos niveles de
sensibilidad, utiles en pruebas de tamizaje. Pero que, al ser el estadio presente en
el insecto vector se ha visto que no siempre arrojan buenos niveles de especificidad
en los ensayos, proponiéndose que el uso de extractos totales de tripomastigotes
seria una mejor alternativa por ser el estadio presente en el hospedero mamifero
(Aznar et al., 1997; Berrizbeitia, 2013; Lopez-Monteon et al., 2019; Rubio-Ortiz et
al., 2020).
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1.3 Justificacién

La heterogeneidad de las cepas de T. cruzi, como resultado de su variabilidad
genética, se refleja en la diversidad de sus caracteristicas biolégicas, moleculares,
patologicas y antigénicas, asi como en una distribucion geografica diferencial.
Evidencias experimentales muestran que el uso de antigenos de cepas de distinto
origen geografico a los sueros de individuos infectados, se refleja en una inmuno-
deteccion ineficiente. Esto es particularmente evidente en zonas como México,
donde predomina el linaje Tcl que se caracteriza por presentar bajos niveles de
parasitemia y de anticuerpos.

Por ello, es necesario identificar antigenos de cepas locales del parasito, que
contribuyan en la generacién de una plataforma de antigenos utiles, para una mejor

inmuno-deteccién de la infeccion por T. cruzi.

1.4 Hipotesis

Antigenos de cepas de T. cruzi aisladas de zonas endémicas de México, son
reconocidos con buena sensibilidad y especificidad por sueros caracterizados
positivos a T. cruzi, provenientes de diferentes zonas endémicas a la ECh de

México, usando sueros negativos como control.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Identificar y evaluar péptidos antigénicos locales y reportados en la literatura, asi
como antigenos locales de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi, en su
reconocimiento de sueros caracterizados positivos y negativos al pardsito

provenientes de diferentes zonas endémicas a la ECh de México.

1.5.2 Objetivos particulares
1. Identificar y evaluar péptidos antigénicos locales y reportados en la literatura, con
sueros caracterizados positivos y negativos al parasito provenientes de diferentes

zonas endémicas de ECh en México.
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Analizar in silico las caracteristicas moleculares y biologicas de las
secuencias de las proteinas antigénicas locales candidato: Q4DJO0O0,
Q4DX97, Q4CY87, Q4DCWO, Q4E046, Q4D4I2, Q4E2A9 QAE4WS,
Q4CRX2, Q4CPF0, Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28, Q4D2C9, Q4DC56,
Q4DYC3, Q4CXJ6, Q4DLI2, Q4E2E3, QA4CL09, Q4DAT6, Q4E5H7 vy
Q4E2M9.

Identificar los epitopos antigénicos de las proteinas candidato antes
mencionadas, en las plataformas IEDB, Bepipred-2.0, NETMHCpan 4.1 y
NETMHClIpan 4.0.

Buscar, seleccionar y evaluar péptidos antigénicos a T. cruzi reportados en
la literatura.

Estandarizar las condiciones para los ensayos de ELISA.

Evaluar los péptidos antigénicos locales y reportados en la literatura
mediante la técnica de ELISA, con sueros caracterizados positivos y

negativos al parasito de diferentes zonas endémicas de la ECh en México.

2. Evaluar extractos totales de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi de 15

cepas locales, con sueros caracterizados positivos y negativos al parasito de zonas

endémicas de la ECh en México.

Determinar el mejor método (fisico y quimico) para la obtencion de extractos
totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de las 15 cepas
locales en estudio (CI1, CI2, CI3, Cl4, NM1, NM2, NM3, NM4, NM5, SC1,
SC2, SC3, SC4, TE1, SS3).

Estandarizar las condiciones para los ensayos de ELISA.

Evaluar los extractos totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes
de T. cruzi mediante la técnica de ELISA, con sueros caracterizados positivos

y negativos al parasito de diferentes zonas endémicas de la ECh en México.
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2. METODOLOGIA

2.1 Estrategia experimental

Identificar y evaluar
péptidos antigénicos
locales y reportados
en la literatura, con
sueros caracterizados

positivos y negativos

al parésito
provenientes de
diferentes zonas
endémicas de ECh en
México

Identificar y evaluar
péptidos antigénicos
locales y reportados

en la literatura, con
sueros caracterizados

al parasito
provenientes de
diferentes zonas
endémicas de ECh en
México

positivos y negativos

Evaluar extractos
totales de proteinas
de epimastigotes y
tripomastigotes de T.
cruzi de 15 cepas
locales, con sueros
caracterizados
positivos y negativos
al parésito de zonas
endémicas de la ECh
en México

Analizar in silico las
caracteristicas moleculares y

de las proteinas antigénicas
locales candidato

biolégicas de las secuencias

Identificar los epitopos
antigénicos de las proteinas
anteriores por analisis in
silico para el disefio de
péptidos antigénicos

Busqueda de péptidos
antigénicos a T. cruzi
reportados en la literatura

Estandarizacion de las
condiciones para el esnayo
de ELISA

Evaluacion de los péptidos
antigénicos mediante la
técnica de ELISA, con sueros
caracterizados positivos y
negativos al pardsito de zonas
endémicas de la ECh México

Busqueda de caracteristicas
generales en Uniprot y
TritrypDB, NCBI, UniProt,
KFLGG, SMART

Busqueda de secuencia no
homologas y conservadas por
alineamiento en BLAST

Predecir epitopos
conformacionales

Identificar epitopos de Lc B
mediante la plataforma IEDB y
Bepipred-2.0

Identificar péptidos reconocidos
por Lc T de clase MHC | y MHC Il
considerando los alelos mas
frecuentes de la poblacién
mexicana (NETMHCpan 4.1y
NETMHClIpan 4.0)

Analizar la flexibilidad (Karplus y
Schulz), antigenicidad (Kolaskar
y Tongaonkar), accesibilidad de
superficie (Emini) e hidrofilia
(Parker) de los péptidos
identificados, utilizando el
servidor IEDB

Busqueda de secuencia no
homologas y conservadas por
alineamiento en BLAST

Determinar el mejor método (fisico y quimico) para la
obtencidn de extractos totales de proteinas de epimastigotes
y tripomastigotes de las 15 cepas es estudio

Estandarizacién de las condiciones para el ensayo de ELISA

Evaluacion de los extractos totales de proteinas de
epimastigotes y tripomastigotes mediante la técnica de
ELISA, con sueros caracterizados positivos y negativos al

pardsito de zonas endémicas de ECh en México

Figura 5. Estrategia experimental general. Disefiada de acuerdo con los objetivos particulares planteados en
esta investigacion.
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2.2 Materiales y Métodos
2.2.1 Cultivos celulares

En el cultivo celular, las células eucariéticas nucleadas aisladas de un organismo
vivo son mantenidas en un medio con condiciones controladas que promueven el

crecimiento y diferenciacion a tripomastigotes (Lynn, 2009).

Se utilizaron células 3T3-NIH (NIH/3T3 CRL-1658), que es una linea celular de
fibroblastos de crecimiento adherente, que se aislé de un embrion NIH/Swiss de
ratobn (ATCC - American Type Culture Collection, 2003). Estas células deben
mantenerse en buen estado metabdlico en medio DMEM (Gibco® 12800082)
complementado con SFB (Suero Fetal Bovino) (Gibco® 16000-044) al 10%,
penicilina (10000UI) - estreptomicina (10mg) (Sigma P4333). Realizando resiembra
de 3-4 dias con una razén de pase de 1/5.

2.2.2 Parasitos

Los experimentos fueron realizados con parasitos de T. cruzi en sus formas de
epimastigote mantenidos en medio LIT, y tripomastigote y amastigote derivados de
cultivo celular, de las cepas aisladas en nuestro laboratorio en trabajos previos,

originarias de Oaxaca (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas originarias de Oaxaca utilizadas en este estudio.
Cepa Regién de Oaxaca DTU
Cl1 Istmo Tcl
Cl2 Istmo Tcl
CI3 Istmo Tcly TeV
Cl4 Istmo Tcly TeV

NM1 Sierra Sur Tcl
NM?2 Sierra Sur Tcl
NM3 Sierra Sur Tcl
NM4 Sierra Sur Tcl
NM5 Sierra Sur Tcly Tcll
SC1 Istmo Tcly TcV
SC2 Istmo Tcly TeV
SC3 Istmo TcV
SC4 Istmo TcV
TE1l Istmo Tcl
SS3 Valles Centrales Tcl
CL Brener Brasil TcVI
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El mantenimiento de cultivos de epimastigotes se realiz6 mediante re-siembra a una
razon de pase 1:5 a partir de 0.5mL de cultivos stock en 4.5mL de medio de Infusién
de higado triptosa fresco (LIT, por sus siglas en inglés) (C¢H20 11mM, KCI 5.36mM,
NaCl 60mM, Na,HPO, 29mM, Infusion de higado, Triptosa) complementado con
SFB (Gibco® 16000-044) al 10%, penicilina (10000Ul) - estreptomicina (10mg) al
5% y 0.1mg/mL de hemina (Sigma-Aldrich® H9039) y mantenidos en incubacion a
28°C (Zingales et al., 1997).

Para obtener tripomastigotes derivados de cultivo, se realizd una infeccion primaria
de células 3T3-NIH. Esta, se inicié con un inoculo de 1X107 de epimastigotes de
cada una de las cepas en estudio en una caja T-25cm? (Corning 430639) con células
3T3-NIH a una confluencia del 70%. La infeccion se realiz6 en medio DMEM
(Gibco® 12800082) complementado al 2% con SFB y penicilina (10000Ul) -
estreptomicina (10mg) al 5% (Sigma P4333) durante 24 horas. Después de este
tiempo se eliminaron los parasitos y se agregdé medio con 2% de suero,
remplazandolo cada 2 dias. La recoleccién de tripomastigotes liberados al medio
extracelular se realizé a partir del dia 7. Estos tripomastigotes obtenidos de la
infeccion primaria, se utilizaron para infecciones secundarias con un inoculo inicial
de 3x10° tripomastigotes en una caja T-75 cm?° (Corning 431464U) con células 3T3-
NIH a una confluencia del 70% con medio DMEM complementado al 2% de SFB y
penicilina (10000UI) - estreptomicina (10mg) al 5% (Sigma P 333), siguiendo el
mismo protocolo de la infeccion primaria. Los tripomastigotes y amastigotes
liberados al medio extracelular fueron recolectados diariamente y se cuantificaron
en camara de Neubauer. Los parasitos (1x10°) de cada cepa se utilizaron para

obtener los extractos totales de proteinas.

2.2.3 Sueros Humanos

La obtencién de sueros humanos caracterizados positivos y negativos a T. cruzi
fueron proporcionados por el banco de sangre estatal de Oaxaca y el laboratorio de
T. cruzi de la facultad de quimica de la UABJO (Universidad Autonoma Benito

Juérez Oaxaca). Estos sueros fueron determinados como positivos y negativos en
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el laboratorio estatal correspondientes, utilizando pruebas comerciales y caseras
estandarizadas validadas en el INDRE. También, se obtuvieron sueros de otras
zonas endémicas de México donados por el INDRE, los cuales fueron previamente

caracterizados como positivas y negativas.

2.2.4 Andlisis bioinformatico de secuencias proteicas candidato

El andlisis in silico de las proteinas en estudio, se basa en la busqueda de
caracteristicas generales de cada proteina en las siguientes bases de datos:

e Para determinar el tipo de proteina, nimero de aminoacidos (aa), peso molecular

y posible funcion biologica se utilizé UniProt (https://www.uniprot.org), KEGG

(https://bit.ly/2Ynlme7) y TriTrypDB ( ).
e Para realizar busqueda de secuencias ortélogas TriTrypDB
( ).

e Se reforzo la evidencia de una posible funcién biologica establecida de acuerdo
con la presencia de dominios Pfam en las proteinas de estudio, analizadas con
la base de datos Pfam-EMBL-EBI ( ).

e Posibles modificaciones postraduccionales a través de la herramienta
ScanProsite tool (https://prosite.expasy.org/scanprosite/).

e La informacién referente al gen codificante para cada proteina se obtuvo en la
base GenBank ( ).

2.2.5 Identificacion de epitopos antigénicos de las proteinas candidato por

andlisis in silico para el disefio de péptidos antigénicos.

Para la identificacion de péptidos, se considerd que biolégicamente los epitopos
conformacionales son los que se reconocen en su mayoria por el sistema inmune,
por lo cual se realiz6 en analisis in sillico de las 23 proteinas candidato para la
realizacion de un modelado por homologia de las estructuras proteicas en 3D
mediante el programa Swiss-Model, seleccionando aquellas moléculas que tuvieran
una cobertura de la secuencia objetivo-alta y un porcentaje de identidad mayor del
90%. De este modo se corrobor6 que la estimacién de la calidad global del modelo

fuese (GMQE) mayor a 0.9 y una estimacion de la calidad con base en los
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potenciales estadisticos de fuerza y puntuacion de distancias (QMEANDIsCo
Global) arriba de 0.8. Posteriormente se realizé el refinamiento de los modelos
estructurales y la validacion mediante los programas ModRefiner y SAVES v6.0
(Adiyaman & McGuffin, 2019; Waterhouse et al., 2018).

De las proteinas que se obtuvo las estructuras proteicas 3D en formato PDB con las
caracteristicas antes mencionadas, se analizaron sus secuencias por medio del
programa DiscoTope ( ) que permite la prediccion de
epitopos a partir de la estructura proteica, incorporando célculos de superficies
accesibles a los solventes y las distancias de contacto como posibles epitopos para
los linfocitos B (Lc B) a lo largo de la secuencia proteica. También se analizaron las
secuencias con el programa ElliPro ( ), el cual realiza la
prediccién de epitopos basado en la protuberancia estructural, es decir predice
epitopos basados en la accesibilidad y flexibilidad (Kringelum et al.,, 2012;

Ponomarenko et al., 2008).

En aquellas secuencias proteicas con las cuales no se cont6 con el cristal para
realizar el modelado de homologia de la secuencia de la proteina, se realiz6 la
prediccion de epitopos de Lc B mediante las bases de datos Bepipred-2.0.
( ) e IEDB (por su nombre en inglés
Immune Epitope Database) utilizando la péagina . La
especificidad de epitopos se evalu6 mediante BepiPRed 2.0 / IEDB
seleccionandose aquellos que tuvieran una probabilidad de epitopo mayor de 0.5,
como punto de corte por presentar una buena sensibilidad y especificidad
(Jespersen et al., 2017).

Para la prediccion de péptidos antigénicos in silico a partir de las secuencias
proteicas candidato, implementamos la una estrategia in silico descrita en la Figura
6. Esta estrategia es poco comun, pero ha tenido éxito en otros grupos de
investigacion en estudios con microorganismos intracelulares. Se ha observado que
cuando se incluye este tipo de prediccion el porcentaje de éxito es mayor (Dzul-
Rosado et al., 2020).
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Para en analisis de epitopos en Lc B se utilizaron los siguientes programas:

Identificamos los epitopos de Lc B mediante las bases de datos Bepipred-2.0. y

IEDB, con los criterios previamente mencionados (Jespersen et al., 2017).

Para la prediccion de los péptidos reconocidos por linfocitos T (Lc T) se utilizaron

los siguientes programas:

Se predicen los péptidos, considerando la molécula de clase | del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC 1) con la plataforma NetMHCpan 4.1
( ) de las secuencias en estudio,
considerando los alelos més frecuentes de la poblaciébn mexicana.

Se predicen los péptidos, considerado la molécula de clase Il del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC 1) con la plataforma NetMHClIpan 4.0
( ) de las secuencias en estudio,
considerando los alelos més frecuentes de la poblaciébn mexicana.

Seleccionando aquellos que presentaran nivel de unién alto en la prediccion y que

fueran presentadas por MHC | y MHC Il (Reynisson et al., 2021).

Puntuacidn de
epitopos de células B
e
Linear Discontinuos
Especificidad del epitopo
BepiPred-2.0
|IEDB
) Prediccion de péptidos Comparacién de similitud de } .
Secux?l_mlas péptidos de T, cruzivs Identllﬂc?clon
protéicas B humano de péptidos
* T. cruzi Humano candidatos
T - g a U"
) = : — " G Péptid
Presentacion del MHC clase 1y Il > : ". - v E-..I r::
(escala de poblacion HLA) HU 1l id s
W vlen uMup o Caracteristicas de epitopos | [l i
‘p [ ‘ .||‘ ].J 'l ]}' | “r IEDB Presentacidn MHE 1y MHC 11
3 - -, Flexibilidad (Karplus
\:ﬁ e za = Schuz) (Karpliy Trypan iz
ypanosoma cruzi
Trypanosoma Presentacion de la -Antigenicidad (Kolaskar y Trypanosoma brucei
ceruzi poblacién Mexicana(%) Tongaonkar) Trypanosoma rangeli
-Accesibilidad de superficie Leishmania sp
MHCI (Emini) - Parésitos
(HLAA ByC) -Hidrofilia (Parker) Plasmodium sp
NetMHCpan - 4.1 Senetl
MHC Il
(HLA DR, DQ y DP)
NetMHCllpan - 4.0

p——

Figura 6. Estrategia experimental para prediccién de péptidos in silico. Se muestra el orden en analisis in
silico de las secuencias proteicas y los programas utilizados para identificar los péptidos candidatos.
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Aquellos péptidos que fueron identificados en los andlisis de Lc By Lc T se les
analizaron las caracteristicas de flexibilidad (Karplus y Schulz), antigenicidad
(Kolaskar y Tongaonkar), accesibilidad de superficie (Emini) e hidrofilia (Parker) de
los péptidos identificados, utilizando la base de datos de epitopos inmunes IEDB
( ). Se seleccionaron los péptidos que presentaran un valor
cercano a 1 de flexibilidad (Karplus y Schulz), la cual indica que su estructura puede
adaptarse cuando se une a un ligando (Karplus & Schulz, 1985). Un valor de 1 en
accesibilidad a superficie (Emini), que indica una mayor probabilidad de ser
encontrado en la superficie (Emini et al., 1985) Para valorar la hidrofilicidad (Parker)
se seleccionaron aquellas secuencias que presentaran un valor positivo (Parker et
al., 1986). Y finalmente la antigenicidad (Kolaskar y Tongaonkar) que es la
capacidad de una molécula para unirse a moléculas generadas por el sistema
inmunoldgico, considerandose los péptidos con valores mayores a 1 (Kolaskar &
Tongaonkar, 1990).
Finalmente se realiz6 el alineamiento las secuencias peptidicas mediante BLAST
(

), en busca de secuencias no homodlogas
(especificidad) con otros microorganismos de la familia Trypanosomatidae
(taxid:5654), Trypanosoma (taxid:5690), Parasitaceae (taxid:2092), Plasmodium
(taxid:5820) y otros microorganismos en general. Ademas, se buscaron las
secuencias conservadas (sensibilidad) entre las diferentes cepas de T. cruzi,
utilizando en el programa a Trypanosoma cruzi (taxid:5693) como secuencia molde.
Se seleccionaron aquellos péptidos que presentaron un e-value cercano a 0 (1e-05
a 0.1) con secuencias de T. cruzi, lo que significa su alta homologia con secuencias
de este parasito. Mientras que se eliminaron los péptidos que tenian un e-value
cercano a 0 (1e-05 a 0.1) con secuencias de otros microrganismos diferentes a T.

cruzi, para evitar reacciones cruzadas.
2.2.6 Busqueda de péptidos antigénicos a T. cruzi reportados en la literatura

Se realizo la busqueda para resumir los péptidos reportados en la literatura,

mediante la busqueda en PubMed utilizando las palabras clave “peptide” AND
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“cruzi” AND “diagnostic” AND “ELISA” en donde se obtuvieron 41 resultados de los
cuales se excluyeron aquellos que no estaban relacionados con la ECh o que
estuvieran enfocados a creacion de vacunas. También, se eliminaron los articulos
duplicados y articulos irrelevantes mediante el andlisis de los titulos / resimenes y
textos completos, en donde se evaluardn los péptidos con sueros positivos y
negativos a T. cruzi. Después de esta depuracion, se mantuvieron al final 8 articulos
comprendidos entre los afios 1994 a 2013, en donde se reportaban 28 péptidos
antigénicos identificados de diferentes paises de Latinoamérica (Burns et al., 1992;
Camussone et al., 2009; De Oliveira Mendes et al., 2013; Hernandez-Marin et al.,
2003; Houghton et al., 1999, 2000; Kaplan et al., 1997; Peralta et al., 1994).

2.2.7 Extraccién de proteinas totales

Se realizo la lisis de los parasitos empastillados mediante dos métodos: 1) el método
guimico con el uso de detergentes como SDS (Research organics 9010L) y Nonidet
P-40 (Sigma-Aldrich, 74385), los cuales solubilizan los lipidos y proteinas
membranales mediante la produccion de poros que eventualmente causaran
ruptura celular. Ademas, ambos detergentes generan desnaturalizacion y ruptura
de complejos proteicos. Y 2) método fisico a través del congelamiento vy

descongelamiento de la muestra (Brown & Audet, 2008; Lever et al., 2015).

Se obtuvieron extractos totales de epimastigotes en fase logaritmica y
tripomastigotes derivados de cultivo celular para comparar ambos métodos de lisis
y su combinacion.

1) A partir de 1x10° parasitos se realizé la centrifugacion de los parasitos a 6000
rpm por 15 min. Se retir6 el sobrenadante y se conservo la pastilla, lavandola 3
veces con 1 ml PBS1 Dulbecco 1x a 6000 rpm x 10 min. Posteriormente se
resuspendio la pastilla en 300ul de PBS Dulbecco 1x méas 100ul de buffer de lisis A
(con 50mM Tris-HCI pH 7.8, 1% -Nonidet 40 (NP-40) (Sigma-Aldrich, 74385), 5mM
EDTA (Sigma E9884), 1% SDS (Research organics 9010L) mas 100 pul de complete
protease inhibitor cocktail (Roche Ref. 11873580001) al 50X y PMSF 1mM vy se
incub6 20 min a 4°C.
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2) La lisis celular mediante congelamiento en nitrogeno liquido y descongelamiento
en bafio maria a 37°C, se realiz6 por cuatro ciclos. Para lo cual se parte de un tubo
eppendorf con 1x10° tripomastigotes de cada cepa se les agregé 25ul de Inhibidores
de proteasa 1x Complete-EDTA free (Roche Ref. 11873580001) y 475 ul de PBS.
Posteriormente cada tubo de las diferentes cepas, se sometieron a 4 ciclos de
congelamiento y descongelamiento.

3) Se realiz6é la combinacion de ambos métodos utilizando primero el primer

procedimiento, seguido de cuatro ciclos de congelacion descongelacion.

2.2.8 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas de los extractos totales se realizd utilizado el kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™ 23225), el cual combina la
reaccion de Biuret, que consta de la reduccion del ion Cu? a Cu* al formar un
complejo con los enlaces peptidicos en medio alcalino y cuya deteccion
colorimétrica fué utilizando acido bicinconinico (BCA, por sus siglas en inglés)
(McClatchey, 2002). Para el andlisis, se utilizé una curva estandar realizada con
BSA (seroalbumina bovina) (Sigma-Aldrich A2153), siguiendo las instrucciones del
fabricante. De la concentracion obtenida para cada cepa se tomaron
concentraciones iguales obteniéndose el pool de extracto total de todas las cepas,

para su posterior uso en los ensayos de ELISA.

2.2.9 Electroforesis en gel SDS-PAGE

La electroforesis permite la separacion de las proteinas dentro de un gel, mediante
la accién del campo magnético permitiendo la separacion de éstas formando bandas
de acuerdo con su peso molecular (Montalvo and Lugo, 2016).

Los extractos totales de proteinas totales de los parasitos se mezclaron 1:3 con
buffer de muestra 3x (Tris 200 mM ph 6.8, SDS 6%, glicerol 30%, Ditiotreitol 150
mM y una 0.002% de azul de bromofenol) y se calentaron a ebullicibn durante 10
minutos. Una vez que las muestras fueron desnaturalizadas se cargaron y corrieron

en geles de poliacrilamida en camaras mini-protean Il Cell (Bio-Rad, 165-3301),
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utilizando un gel separador al 10% y un gel concentrador al 5% con buffer
desnaturalizante (glicina 0.19 M, Tris-OH 24.92 mM, SDS 3.5 mM) a 80 vols y 400
mA durante 2 horas. Los geles de poliacrilamida fueron tefiidos con azul de
Coomassie para la visualizacion de las proteinas y la imagen fue capturada
utilizando el software DNR Bio Imaging system.

2.2.10 Ensayo de ELISA

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés)
detecta y cuantifica antigenos especificos presentes en una muestra mediante su
inmovilizacién en una fase sélida para su posterior reconocimiento por un anticuerpo
primario especifico, el cual a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario
conjugado a una enzima capaz de producir una sefial colorimétrica, por la adicién
de su sustrato. Siendo dicha sefial proporcional a la cantidad de antigeno en la
muestra (Konstantinou, 2017; Shah & Maghsoudlou, 2016).

Mediante la técnica de ELISA se evaluaron los péptidos sintéticos predichos in silico
en este trabajo, los péptidos reportados en la literatura, y los extractos totales de
epimastigotes y tripomastigotes. Para ello, se utilizaron sueros caracterizados
positivos y negativos a T. cruzi previamente caracterizados provenientes de Oaxaca
y otros estados de la republica mexicana.

La estandarizacion del ensayo de ELISA se realizd con extracto total de proteinas
de epimastigotes de la CL Brener, la cual es una cepa de referencia de facil
obtencion, estableciendo las condiciones en placas de alta adherencia, bloqueo con
BSA. Se sensibilizacion las placas de 96 pozos de alta adherencia Corning 3590
con 50ul/ pozo de extracto total de proteinas (5ug/ml) con tapén de carbonato-
bicarbonato (NA2CO3 16mM, NaHCOs 34mM, pH 9.6), a 4°C toda la noche,
envueltas en aluminio. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con 250ul PBS 1X
(NaCl 4g, KH2P040.1g, Na2HPO4 7H20 1.189g, KCI 0.1g, 500ml agua Mili Q) Tween
0.1% (Sigma-Aldrich P7949) y se procedio al bloqueo de las placas con 100ul/pozo
de PBS 1X-Tween 20 al 0.1% y BSA 5% (Sigma-Aldrich A2153), durante una hora

en agitacion a temperatura ambiente manteniendo siempre cubierto con aluminio
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las placas. Posteriormente se realizaron 4 lavados con 250 ul/ pozo de PBS Tween
0.1% y se col6 50 ul/pozo del Ab primario (suero) a una dilucién 1:200 con PBS 1X-
Tween 20 al 0.1% y BSA 3%, durante 2 horas en agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 4 lavados con 250 ul/ pozo PBS Tween 0.1% y se
colocaron en cada pozo 50ul Ab 2rio anti-humano IgG peroxidado (Anti-lgG humana
(especifica de Fc): anticuerpo contra peroxidasa producido en cabra) (Sigma-Aldrich
A0170) a dilucion 1:20,000 con PBS 1X-Tween 20 al 0.1% y BSA 3%, dejando
interactuar durante una hora en agitacion a temperatura ambiente. Se lavaron las
placas nuevamente 4 veces con 250 ul/pozo de PBS Tween 0.1% y finalmente se
colocaron 50 ul en cada pozo de solucién reveladora OPD (600ul de Buffer de
citratos al 10x compuesto de CsHsO7 4.37g con NasCeHsO7 33.04g en 100ml de
agua mili Q con pH5.6, mas 8mg de OPD, 5400ul de agua mili Q y 50 ul de H202
para cada placa), incubandose las muestras 15 minutos a 37°C en oscuridad. La
reaccion fue detenida con solucion de acido sulfurico 2N y leida a 490 nm con el
equipo VMax ® Kinetic microplate reader (ELISA).

Para el analisis de los péptidos mediante el ensayo de ELISA se utilizd el mismo
protocolo, Unicamente cambiando la dilucién del suero a 1:50 y la dilucion del
anticuerpo secundario a 1:5,000; la concentracion utilizada del péptido fue 5ug/ml.
El analisis de concentracién del antigeno, y la titulacién del anticuerpo primario y
secundario se describe en resultados.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se muestra en todos los casos

el promedio de los resultados + SEM (Error Estandar de la Media).

2.2.11 Analisis estadistico

A partir de la informacion obtenida de la evaluacion de los sueros por el ensayo de
ELISA, se realizé el andlisis estadistico y generacion de graficas en el programa
GraphPad Prism 8. En éstas, se obtuvo la media y desviacién estandar para
establecer los valores de corte, los cuales fueron calculados a partir del promedio
de los sueros negativos + dos desviaciones estandar. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y se muestra en todos los casos el promedio de los

resultados + SEM (Error Estandar de la Media). Para analizar la concordancia de
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los resultados en comparacion con la caracterizacion de los sueros como positivos
y negativos, se realizo el calculo de la sensibilidad (Sensibilidad = Verdaderos
positivos/(Verdaderos positivos + Falsos negativos) y el calculo de especificidad
(Especificidad = Verdaderos negativos/(Verdaderos negativos + Falsos positivos).
Ademas, mediante curvas ROC (por sus siglas en inglés: receiver operating
characteristic,), se evalud la capacidad discriminativa de una prueba diagnéstica, al
igual que con el indice Kappa, el cual se calcul6 mediante la herramienta de
Graphpad (https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/).

Todos los esquemas fueron disefiados y elaborados en este trabajo utilizando

BioRender y las imagenes de su repertorio.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacion y evaluacion de péptidos antigénicos a partir de
proteinas antigénicas de cepas de T. cruzi locales y péptidos reportados
en la literatura, con sueros caracterizados positivos y negativos al

parasito provenientes de zonas endémicas de ECh en México.

3.1.1 Andlisis in silico de las caracteristicas moleculares y biolégicas de las
secuencias candidato de T. cruzi.

Para identificar silas secuencias en estudio obtenidas en el trabajo previo (Martinez-
Cuevas, 2018) son buenos candidatos, se analizaron in silico sus secuencias,
determinando el nimero de nucle6tidos y aminoécidos, componente celular al que
pertenecen, tipo de proteina, funcién bioldgica, expresion en los diferentes estadios
de desarrollo del parasito (epimastigote, amastigote o tripomastigote), homologia
con secuencias en otros tripanosomatidos, parasitos y otros microorganismos, y
presencia de secuencias conservadas, cuyos hallazgos se resumen en la Tabla 3.
Las 23 secuencias candidato (Q4DJ00, Q4DX97, Q4CY87, Q4DCWO0, Q4E046,
Q4D412, Q4E2A9 Q4E4WS8, Q4CRX2, Q4CPF0, Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28,
Q4D2C9, Q4DC56, Q4DYC3, Q4CXJ6, Q4DLI2, Q4E2E3, Q4CL09, Q4DATS,
Q4E5H7 y Q4E2M9) presentan de 563 a 12,378 nucleétidos y entre 188 a 4,125
aminoacidos. Sus pesos moleculares predichos oscilan entre 20,413 a 457,001
KDa. Se identificaron 8 proteinas citoplasmaticas, 7 proteinas extracelulares, 4
proteinas de membrana plasmatica, 3 proteinas nucleares y una proteina
mitocondrial. Unicamente las proteinas Q4DC56 y Q4D9H3 se encuentran en la
forma de tripomastigote de manera exclusiva y el resto de las proteinas estan
presentes en las 3 formas de desarrollo del parasito (amastigote, epimastigote y
tripomastigote). El andlisis de homologia de las secuencias con otras secuencias
ortélogas presentes en otros tripanosomatidos (Leishmania sp., Trypanosoma
rangeli y Trypanosoma brucei), otros parasitos y organismos en general, se llevo a
cabo mediante la alineacion de las secuencias en BLAST. Este andlisis permitio la
categorizacion de las secuencias, en aquellas con: 1) baja identidad, con otros

tripanosomatidos cuando tenia un porcentaje de identidad <70% y una cobertura
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<0.8 (Q4DJ00, Q4DX97, Q4CY87, Q4DCWO, Q4E2A9, Q4CRX2, QA4CPFO,
Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28, Q4D2C9, Q4DC56, Q4DYC3, Q4CXJ6, Q4DLI2,
Q4E2E3, Q4CL09, Q4DAT6, Q4E5H7 y Q4E2M9), 2) mediana identidad, cuando
presentaban un porcentaje de identidad de 70 a 90% y una cobertura de 0.8 a 0.9
(Q4CL09), y 3) alta identidad, en aquellas con porcentaje de identidad >90% y una
cobertura >0.9, que como se esperaba no se encontrd ninguna secuencia (Martinez-
Cuevas, 2018). Finalmente, las secuencias Q4D412, Q4E046 y Q4E4WS8 no
presentaron ortologos. Por lo tanto, estos resultados muestran que ninguna de las
secuencias en estudio tiene alta homologia con las secuencias de otros
microorganismos diferentes a T. cruzi, lo cual apoyaria la posibilidad de que no
existiera una reaccion cruzada en los ensayos seroldgicos. En el caso de las
secuencias que mostraron mediana (una secuencia) o baja (20 secuencias)
homologia, este analisis nos permitira analizar las secuencias con dicha homologia

y evitarlas en la seleccién de los péptidos que identifiguemos mas adelante.
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Tabla 3. Caracteristicas de las secuencias de las proteinas candidato de T. cruzi.

Codigo Ortologos en otros Porcentaje
= No. de No. Peso Forma trypanosomatidos CEs
ID | acceso Gen codificante " de | molecular | Tipo de proteina Funcidn biolégica vp . . ’| identidad
de la nucleétidos aa (KDa) parasitos y otros
, e E|A|T| microorganismos |BI | MI | Al
proteina
Proteinas citoplasmaticas
6 | Q4CXJ6 | Tc00.1047053510337.40 | 891  |296| 3300 | CSPe™idina oy iabolismo de a.a. .
sintasa, putativa Si
Proteina de
12 | Q4DAT6 | Tc00.1047053510143.24 1,389 462 | 48.092 interaccion con Unién ATP
Hsc-70 Si
Proteina de

Unién de 1-
fosfatidilinositol,
Fijacién de clatrina

ensamblaje de

13| Q4CRX2 | Tc00.1047053503449.30 1,503 500| 55.378 )
capa de clatrina,

supuesta Si
Meta(ljzpzeiszldasa Actividad de
14 | Q4E5H7 | Tc00.1047053511277.170 1,695 564 | 61.969 ) metaloendopeptidasa,
dependiente de ATP vinculante
ATP, supuesta Si
Actividad Gluconeogénesis y
15| Q4E2M9 | Tc00.1047053510889.221 1,827 608 | 68.329 |glucosa 6 fosfato e
. proceso glicolitico .
isomerasa Si
Sectlrapr:;i:;: de Acoplamiento de
17 | Q4E2E3 | Tc00.1047053509979.60 1,884 627 | 69.209 familiar vesiculas involucradas
! en exocitosis .
putativo Si
Inhibidor de
18| Q4DLI2 |Tc00.1047053508637.150 1,944 647 | 72.874 ribonucleasa L, Unién de ATP
putativo Si
21| Q4DCWO | Tc00.1047053506407.30 | 2,433 |810| 91.964 Met;zrtaa':\zasa' Sin caracterizar .
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Tabla 3. Caracteristicas de las secuencias de las proteinas candidato de T. cruzi (Continuacion)

o Ortélogos en otros | Porcentaje
Codigo No. Peso . .
ipr No. de Tipo de s v s . Forma | trypanosomatidos, de
ID| dela Gen codificante . de | molecular , Funcidn bioldgica . . . .
roteina nucleétidos aa (KDa) proteina parasitos y otros | identidad
g - E|A[T]| microorganismos | BI | MI | Al
Proteinas extracelulares
Muci
2 | Q4D4I2 | Tc00.1047053508745.40 693  |230| 23.559 pu::t'i’:; Mucina TcMUCI| No
Mucina .
3 | Q4E046 | Tc00.1047053506501.40 693 231 24.034 putativa Mucina TcMUCII No
Proteina de
superficie Sistema del
4 | Q4E4WS8 | Tc00.1047053511255.670 780 259 26.54 asociada a No
. complemento
mucina
(MASP)
NADH Cataliza la reduccién
5 | Q4DYC3 | Tc00.1047053511817.40 867 288 | 32.096 citocromo B5 de Fe (Il Si
reductasa
Proteina de
superficie Sistema del
10 | Q4E2A9 | Tc00.1047053511603.300 1,083 360 | 37.847 asociada a Si
. complemento
mucina
(MASP)
11| Q4CQ28 | Tc00.1047053510681.30 1,047 |348| 38.999 Lipasa, Metabolismo de Si
putativa triglicéridos
a1 2- Unidn a calcio,
16| Q4DC56 | Tc00.1047053508317.80 1,890 629 68.854 g Hidrdlisis de enlaces Si
manosidasa .
glucosidicos
Proteinas mitocondriales
Proteina de
choque
1 | Q4CL09 | Tc00.1047053432677.20 563 188 | 20.413 térmico de Respuesta al estrés. Si
70KDa,
putativo.
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Tabla 3. Caracteristicas de las secuencias de las proteinas candidato de T. cruzi (Continuacion)

. Ortdélogos en otros | Porcentaje
Cadigo No. Peso .
ope No. de . , 2 (VA Forma | trypanosomatidos, de
ID| dela Gen codificante ‘e de |molecular | Tipo de proteina Funcidn biologica ‘. . .
P nucleétidos a.a (KDa) parasitos y otros | identidad
g - E|A|T| microorganismos | BI [MI| Al
Proteinas en membrana plasmatica
19| Q4D9H3 | Tc00.1047053508717.60 | 2,358 | 785 | 86137 | |lonssialidasa, | Actividad de exo-alfa- si
putativo sialidasa
Subunidad de
20| Q4D2C9 | Tc00.1047053505163.80 | 2,397 | 798 | 90.585 oligosacaril | - cilacién proteica Si
transferasa,
putativa
Metalopeptidasa
22| Q4CY87 | Tc00.1047053510001.20 | 2,466 | 821 | 93.072 de zinc Transporte si
dependiente de transmembral
ATP, supuesta
23| Q4D7V1 | Tc00.1047053508971.50 12,378 4,125 | 457.001 | Ubiquitin ligasa Actividad catalitica Si
Proteinas nucleares
Peptidasa similar Actividad de
7 | Q4CPFO | Tc00.1047053509483.10 971 322 35.881 ala metaloendopeptidasa, Si
leishmanolisina Adhesidn celular
8 | Q4DX97 | Tc00.1047053506945.10 | 973 323 | 3615 | Caimodulina, Proteina no i
putativo caracterizada
9 | Q4DJ00 |Tc00.1047053511287.110| 1,014 | 337 | 37.657 | Tc38, putativa Proteina no Si
caracterizada

a.a: Aminoacidos, Kda: Kilo dalton, E: Epimastigote, A: Amastigote, T: Tripomastigote.
Bl: Presenta ortdlogos con Bajo porcentaje de identidad, MI: Presenta ortélogos con Medio porcentaje de Identidad, Al: Presenta ortélogos con Alto
porcentaje de Identidad. En gris se marcan las casillas que cumplen el criterio evaluado.
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3.1.2 Identificacion de epitopos antigénicos de las proteinas candidato, por
andlisis in silico para el disefio de péptidos antigénicos

Para identificar los péptidos antigénicos de las proteinas candidato, se llevé a cabo
primero la identificacion de epitopos antigénicos de las 23 proteinas candidato
(Q4DJ00, Q4DX97, Q4CY87, Q4ADCWO, Q4E046, Q4D412, Q4E2A9 Q4E4AWS,
Q4CRX2, Q4CPFO0, Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28, Q4D2C9, Q4DC56, Q4DYC3,
Q4CXJ6, Q4DLI2, Q4E2E3, Q4CL09, Q4DAT6, Q4E5H7 y Q4E2M9). Para ello, se
realiz6 inicialmente el modelado y andlisis de las 23 proteinas candidato siguiendo
la metodologia antes mencionada. Unicamente para la proteina 6 y la proteina 15
se encontr6 que se contaba con el cristal que permitia hacer el modelado por
homologia con altos porcentajes de identidad y cobertura con secuencias de T.

cruzi, como se muestra en la Tabla 4 (marcado en verde).

Tabla 4. Modelado homologico de estructuras 3D de las 23 proteinas.
Cddigo de . :
ID accesg dela Cristal NIETD € FOTEEE]E = Cobertura Organismo
proteina modelos identidad
1 Q4CL09 No 1 71.43 Alta Humano
2 Q4D412 No 0
3 Q4E046 No 1 10.91 Baja Bacteroides intestinalis
4 Q4E4W8 No 0
5 Q4DYC3 No 1 38.75 Alta Physarum policephalum
6 Q4CXJ6 Si 1 98.99 Alta Trypanosoma cruzi
7 Q4CPFO No 2 31.92 Media No especificado
8 Q4DX97 No 11 10 Alta No especificado
9 Q4DJ00 No 2 28.57 Baja Mycobacterioum smegmatis
10 Q4E2A9 No 0
11 Q4CQ28 No 1 31.93 Alta Gibberella Zeae
12 Q4DAT6 No 1 30.25 Baja No especificado
13 QACRX2 No 1 23.13 Media No especificado
14 Q4E5H7 No 4 41.5 Alta Humano
15 Q4E2M9 Si 1 97.86 Alta Trypanosoma cruzi
16 Q4DC56 No 1 32.63 Media Raton
17 Q4E2E3 No 3 27.95 Alta No especificado
18 Q4DLI2 No 3 65.71 Alta Mammalian
19 Q4D9H3 No 1 29.84 Alta Trypamosoma rangeli
20 Q4D2C9 No 6 33.85 Alta Humano
21 Q4DCWO0 No 6 48.63 Alta Trypanosoma brucei
22 Q4CY87 No 2 12.42 Baja Farmaco
23 Q4D7V1 No 4 41.18 Baja No especificado
En verde se muestra las secuencias en que se encontré que se contaba con el cristal que permitia hacer el modelado por|
homologia con altos porcentajes de identidad y cobertura con secuencias de T. cruzi.
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La proteina 6 (Q4CXJ6) es una espermidina sintetasa, la cual participa en la
biogénesis de la espermidina, jugando un papel importante en la supervivencia de
la célula estabilizando la estructura del DNA y de las histonas. Esta proteina es un
homodimero que presentod un porcentaje de identidad del 98.99% con una cobertura
alta con T. cruzi, como era esperado. La estimacion de la calidad del modelo global
(GMQE) fue de 0.94 y la calidad con base en los potenciales estadisticos de fuerza
y puntuacién de distancias globales (QMEANDisCo Global) fue de 0.89 + 0.05. En
la Figura 7 se muestra el resultado del analisis de homologia entre la secuencia de
nuestra proteina Q4CXJ6 y del homodimero identificado en SWISS-MODEL.

LiModal 01:A s

Model 01:B %

5bls.2.AMPGEEYI SGCWFREENDQWP GRAME LRVERVLY DAPTKFQHLT IFESD PKGPWGIVHALDGCIQUVDDYDEFVYHE a3
Model 01:A
Model 01:B

5bls.2.AVLGHTSLCSHPEPERVLIIQGGDGEVLREVLRHGT VEHCD LV GEVMEQSKQHFPRISRSL ADPRATVEVGDE 158

Model 01:A
Model 01:B
5bls.2.ALAFVRQTPDNTYDVVIIDTTDPAGPASKLE)GEAFYKDVLRILKPDCICCRQGESIWLOLELIEAMSRF IRETGFA 233

150
150

225
225

Model 01:A
Model 01:B
Sbls.2.A[SVOYALHEWPTY([PCESIGTLVESKKAGVDVTKPLRVEDMP FRKD)LEY YDEEMHKASFALPRFARHINNSE 304

29%

P
s
it

Figura 7. Alineacién de secuencia de la proteina Q4CXJ6 y la secuencia homologa obtenida por SWISS-
MODEL. Model 1_01: A corresponde a la cadena A del homodimero de la proteina espermidina sintetasa. Model
1_01: B corresponde a la cadena B del homodimero de la proteina espermidina sintetasa, 5slb.2.A es la
secuencia de la proteina candidata Q4CXJ6, identificando en una escala de azul aquellos fragmentos donde
las secuencias presentan mayor similitud y en rojo aquellos fragmentos donde las secuencia son diferentes.

La proteina 15 (Q4E2M9) es una glucosa 6 fosfato isomerasa, la cual es una enzima
que forma parte de las rutas metabdlicas de la glucolisis y gluconeogénesis y
constituye un homodimero. Identificamos un porcentaje de identidad del 97.86% con
una cobertura alta con T. cruzi. La estimacién de la calidad del modelo global
(GMQE) fue de 0.94 y la calidad con base en los potenciales estadisticos de fuerza
y puntuacién de distancias globales (QMEANDIisCo Global) fue de 0.87 + 0.05. En
la Figura 8 se muestra el resultado de la homologia entre la secuencia de nuestra
proteina Q4E2M9 y del homodimero identificado en SWISS-MODEL.
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Figura 8. Alineacidn de secuencia de la proteina Q4E2M9 y la secuencia homologa obtenida por SWISS-
MODEL. Model 1_01: A corresponde a la cadena A del homodimero de la proteina espermidina sintetasa.
Model 1_01: B corresponde a la cadena B del homodimero de la proteina espermidina sintetasa, 4gfh.1.A es la
secuencia de la proteina candidata Q4CXJ6, identificando en una escala de azul aquellos fragmentos donde
las secuencias presentan mayor similitud y en rojo aquellos fragmentos donde las secuencia son diferentes.

Se realiz6 el analisis de epitopos conformacionales obtenidos con la estructura 3D
refinada y validadas de las proteinas 6 y 15, utilizando los programas DiscoTope y
ElliPro. Este analisis mostro como resultado para la proteina 6 (Q4CXJ6), la

prediccién de 3 epitopos discontinuos de 3, 144 y 148 aminoacidos (Figura 9).
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Predicted Discontinuous Epitope(s):

No.

AM1, AP2, AGS A:S4, AES, ALG A7, A:S8, AGQ AG10,
:| :V31,

:144, A:
ADGO A:G61, A:C83, A:S84, A:HB5, A:P86, AK87 A:P8B,
AEBQ A:R90, A:G97, AGSQ A:L106, A:R107, A:H108,

144

AR190, A:1191,

AF218, A:l219, A:R220, :F224,

A'S226, A:S248, A:K249, AK250, AA25| A:G252, A:V253,
A:D254, A:V255, A:T256, A)K257, A:P258, A:L259, A:R260,
A:P261, A'[E263, A:D264, A:M265, A:P266, A:F267, A:A268,
AK269, A:D270, A:L271, B:G21

A:G21, B:M1, B:P2, B:G3, B:S4, B:E5, B:L6, B:I7, B:S8, B:G9,
B:G10, 11, B:R27, B:V28, B:E29, B:K30, B:V31, 32,
B:Y33, B:D34, B:A35, B:P36, B:T37, B:K38, B:F39, 'B:Q40,
B:H41, B:L42, B:T43, B:l44, B:E46, B:D48, B:P49, B:K50,
B:G51, B:G54, B:D60, B:G61, B:C83, B:S84, B:H85, B:P86,
B:K87, B:P88, B:E89, B:R90, B:G97, B:G99, B:L106, B:R107,
B:H108, ) : B:H113, BC114
B:D115, 124 25,
B:Q126, B!l

B:I134, B:

:F131, B:P132,
1138, B:T139, B:

40,
147, 148

B:P141, BAMS BTMA B:V145, B:R146,

B:G148, , B:G150, B:L151, B:A152, B:F153, B:V154,
B:R155, , B:T157, B:P158, B:D159, BIN160, B:T161,
B:Y162, , B:G181, BiE182, B:A183, B:F184, B:K186,
B:D187, , B:L189, B:R190, B:1191, B:L192, B:K193,
B:P194, , B:G196, B:F218, B:1219, B:R220, B:T222,
B:G223, , B:A225, B:S226, B:S248, B:K249, B: K250
BA251 B G A B

: B 0254,'
BNIDSE, B.Po85, BF26T, BLASGE, BROES, BIOATD, Bzt

AE213, A:R214, A:R217 3

0.716

Figura 9. Prediccion de epitopos discontinuos mediante DiscoTope y ElliPro de la proteina 6 (Q4CXJ6).
En la tabla se muestran los aminoéacidos identificados como epitopos discontinuos, asi como el niumero de
residuos y el score obtenido en la prediccién. Las figuras muestran la localizacion de los epitopos en el modelo
de la estructura proteica.

Por su parte los resultados obtenidos en el analisis de la proteina 15 (Q4E2M9),

mostro la prediccion de 2 epitopos discontinuos que tienen tamafios de 3 y 626

aminoécidos (Figura 10).

Predicted Discontinuous Epitope(s):

No.  Residues

AG125, AA128, AR131 3

AK2, ADS, A:Q4, A:Y5, AL6, AK7, ADB, AL9, AT10, AV11, AH12, AL13, AN14, AETS,
AS\G ANITT AATS, AATS. AP20, AAZT, ANZ2 A/T20, AS24. AAD6, AXV2T, A0, A4
V45, A'D46, ATA7, AD48, AS50, ALS1, A'S52, ASS3, ACS4, APSS, ASSE,
ARas, AnSS, AGET ALSS, ALGS. AL6S, Ale, RHET, G5, A'S6o, AET0, A'S AL
AK74, ANT5, AF76, AD77, AET8, ACTS, B3 B
ASa7 ADST ALos, ARG, ASod. ASES, ADSS, ARST ANos, Ai0 AS108. ATT08. AN
ADITIL AE112 AIT13, AKI14 ADI1S AVTTS, AFHB K119 ALTZ0 AV 12 éxﬂzz
3 138, Altdo, ATIA1,

B:P: , B: o,
D302! 5,550, BNG96, G597, 1599, BKG0D, BL601, 602, B:NGG3, B:E604, B:REDS,

0728

0722

Figura 10. Prediccion de epitopos discontinuos mediante DiscoTope y ElliPro de la proteina 15
(Q4E2M9). En la tabla se muestran los aminoacidos identificados como epitopos discontinuos, asi como el
namero de residuos y el score obtenido en la prediccién. Las figuras muestran la localizaciéon de los epitopos
en el modelo de la estructura proteica.
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Estos resultados identificaron epitopos o muy cortos (tres aa) o demasiado largos
(144, 148 y 626 aa), dificultando la seleccion del fragmento con las caracteristicas
necesarias para ser reconocidos (Pishesha et al., 2022). Por otro lado, cuando no
se cuenta con el cristal de alguna proteina en estudio, se entorpece la realizacion
de su analisis conformacional, como sucedi6 en 21 de las 23 proteinas candidato,
resultando insuficiente este analisis para la identificacion de los péptidos necesarios
en este estudio.

Por lo tanto, una alternativa factible en estos casos es realizar la identificacion de
epitopos lineales de Lc B usando Bepipred-2.0 y IEDB. Con este abordaje, al
evaluar las secuencias de las 23 proteinas se identificaron 401 péptidos.
Posteriormente utilizamos los criterios de seleccion: 1) Antigenicidad (capacidad de
la molécula para unirse a moléculas generadas por el sistema inmunoldgico), 2)
flexibilidad (para que se pueda adaptar y ser reconocidos), 3) hidrofilicidad (para ser
usados en fase acuosa) y 4) que estén presentes en la superficie de la molécula
(para ser accesibles y facilmente reconocidos). De los 401 péptidos iniciales, 111
péptidos de 20 proteinas cumplieron los criterios antes mencionados. Ademas, este
andlisis arrojo péptidos candidato en un rango de 1 a 309 aa, lo que dificultaba la
seleccién de péptidos de 15 a 18 aa, que son los ideales para el reconocimiento por
el sistema inmune. Actualmente no existen algoritmos que permitan el disefio in
silico de péptidos del tamafio que se necesitaban a partir de los epitopos
identificados. Ademas, de que el elevado numero de péptidos que resultarian de
cada epitopo de tamafio grande requeriria de estrategias a gran escala que tienen
un alto costo y que no estdn a nuestro alcance. Por lo tanto, optamos por una
estrategia no ortodoxa, que permite el disefio in silico de péptidos del tamafio
deseado a partir de los epitopos identificados y que se ha probado con éxito en otro
grupo de investigacién con organismos intracelulares (Dzul-Rosado et al., 2020).
Por ejemplo, se ha obtenido una eficiencia en el desempefio de péptidos
identificados con este algoritmo, en muestras seroldgicas positivas a Ricketsia
(95%), Enrilichia (95%), Virus Dengue (75%), Chikunguya (75%) y Zika (95%)

(comunicacion personal).
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En esta estrategia se consideran los epitopos lineales obtenido en Lc B més el
analisis de Lc T, mediante los servidores NETMCHII pan 4.0, para predecir los
péptidos de la clase MHCII considerando los alelos mas frecuentes en la poblacion
mexicana. Cabe mencionar, que como nuestro objetivo es otro, en este trabajo no
realizaremos ensayo de activacion de Lc CD4 y CD8.

Para determinar los alelos mas frecuentes en la poblacibn mexicana se realizé la
basqueda en la literatura sobre los haplotipos de MHC | y MHC Il mas frecuentes
en mexicanos los cuales se muestran en la Tabla 5 (R. Barquera et al., 2008; R.
Barquera & Granados, 2013; R. L. Barquera, 2012; De Leo et al., 1997; Gonzalez-
Quezada et al., 2019; Vargas-Alarcon et al., 2010; Zufiga et al., 2013), encontrando
un articulo donde reportan los alelos DRB1*04, DRB1*16, A*01, A*02 como de
riesgo y A*68 y B*39 como alelos de proteccién en mexicanos con ECh (Cruz-
Robles et al., 2004; Villanueva-Lizama et al., 2018). Cabe aclarar que no se

encontraron reportes de MHCII DP en poblacion mexicana.

Tabla 5. Alelos més frecuentes en poblacién mexicana.
MHC II-DR | MHCII-DQ | MHCI-A MHC | - B MHC | -C
DRB1*01:01 | DQA1*01:01 | A*01:01* B*07:02 C03:04
DRB1*03:01 | DQA1*03:01 | A*02:01* B*15:01 C03:05
DRB1*04:01% | DQA1*05:01 | A*03:01 B*35:12 C03:06
DRB1*04:02% | DQA1*05:05 | A*24:02 B*40:02 C07:02
DRB1*04:04% | DQB1*02:01 | A*68:03* B*39:01% C15:09
DRB1*04:05% | DQB1*03:01 B*48:01
DRB1*07:01 | DQB1*03:02 B*51:02
DRB1*08:02 | DQB1*04:02
DRB1*09:01
DRB1*11.01
DRB1*13:02
DRB1*15:01
#Alelos reportados en pacientes chagasicos mexicanos (Cruz-Robles et al., 2004, Villanueva-
Lizama et al., 2018)
Fuente: De Leo et al., 1997; Barquera et al., 2008; Vargas-Alarcén et al., 2010; Barquera et al.,
2012; Barquera et al., 2013; Zudiga et al., 2013 Gonzalez-Quezada et al., 2019

Con esta informacién se procedioé a la prediccién de los péptidos de clase MHC |
con la plataforma NetMHCpan 4.1 y clase MHC Il con la plataforma NetMHCllIpan
4.0 de las secuencias en estudio, considerando los alelos mas frecuentes de la

poblacion mexicana antes mencionados; seleccionando aquellos péptidos que
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tuvieran un nivel de union alto, analizando los péptidos por MHC Il DR, MHC Il DQ

y MHC | (A, By C) como se muestra en la Figura 11.

B-cell epitope score

NV
Linear Discontinuos

Epitope specificity
BepiPred-2.0
IEDB
23 protein
sequences 401 peptides of 111 peptides of
23 proteins . 20 proteins
Peptide prediction Comparison of peptide
Presentation of the MHC class | similarity of T. cruzivs. Identification
y and Il (HLA population scale). 1257 peptides " human. of candidate
F of 20 proteins : T. cruzi Human peptides
el ,1F‘-,41,!‘w-p N el
G e - s >
L W o, SR e & TR l{é |
Presentation of the Characteristics of epitopes T ] l I
Trypanosoma N
enal Mexican population(%) IEDB Presentation MHC | and MHC Il
— -Flexibility (Karplus y BLAST
Schulz) Trypanosoma cruzi
(HLAA,ByC) -Antigenicity (Kolaskar y Trypanosoma brucei
NetMHCpan - 4.1 Tongaonkar) Trypanosoma rangeli
-Surface accessibility Leishmania sp
MHC Il (Emini) Parasites
(HLA DR, DQ y DP) -Hydrophilia (Parker) p/asénod,u,l,, sp
NetMHCllpan - 4.0 aners
e 388 peptides of 55 peptides of 50 peptides of
11734 peptides wp | 2133 peptides 20 proteins - 20 proteins = 20 proteins
of 23 proteins of 23 proteins

Figura 11. Identificacion de péptidos antigénicos. Se muestra la cantidad de péptidos obtenidos de las 23
secuencias proteicas en cada paso del analisis separado en MHC |l DR, DQ y MHC I.

Como resultado al aplicar esta estrategia in silico, se analizaron las secuencias de
las 23 proteinas para la prediccion de epitopos en Lc B como se menciond
anteriormente, considerando de 401 péptidos la seleccion de los 111 péptidos de

20 proteinas que presentan las mejores caracteristicas.

Posteriormente, se analizaron las 23 secuencias proteicas (Q4DJ00, Q4DX97,
Q4CY87, Q4DCWO0, Q4E046, Q4D412, Q4E2A9 Q4E4WS8, Q4CRX2, Q4CPFO,
Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28, Q4D2C9, Q4DC56, Q4DYC3, Q4CXJ6, Q4DLI2,
Q4E2E3, Q4CL09, Q4DAT6, Q4ES5H7 y Q4E2M9) para la prediccion de péptidos
considerando MHC | y MHC Il con los alelos mas frecuentes en poblacion mexicana.
Se identificaron 11,734 péptidos, de los cuales se seleccionaron aquellos que fueran

reconocidos por MHC |y MHC Il quedandonos con 2,133 péptidos de 23 proteinas.
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De estos grupos, se seleccionaron aquellos péptidos que podrian ser reconocidos
por Lc By Lc T quedandonos con 1257 péptidos de 20 proteinas. Se consideraron
sus caracteristicas de flexibilidad, antigenicidad, accesibilidad e hidrofilia,
obteniendo 388 péptidos de 20 proteinas. Se analizaron mediante BLAST
seleccionando las secuencias no homologas, quedandonos con 55 péptidos de 20
proteinas y seleccionandose al final los 50 péptidos que cumplian con todas las

caracteristicas mencionadas como se muestra en la Figura 12.

Bepipred
+ Identificar epitopos de
células B.
NetpanMHC
* Predecir péptidos de
clase MHC |y MHC Il T IEDB

considerando los
haplotipos que mas
se expresan en la
poblaciéon mexicana.

* Accesibilidad de superficie
(Emini)

+ Flexibilidad (Karplus y Schulz)
Hidrofilia (Parker)

+ Antigenicidad (Kolaskar y
Tongaonkar)

50 péptidos
de 20
proteinas

11734 péptidos
de 23 proteinas

401 péptidos
de 23 proteinas

Figura 12. Seleccion de péptidos candidato a través de un diagrama de Venn. Se realiz6 el analisis de los
péptidos identificados de Lc T (circulo en azul) y Lc B (circulos en verde), de los cuales se seleccionaron aquellos
péptidos que podrian ser reconocidos por ambos tipos de linfocitos (Interseccion entre azul y verde). Dentro de
cada circulo e interseccion se muestra el nUmero de péptidos identificados y de cuantas proteinas candidato
provienen. Del lado izquierdo del diagrama de Venn, se describen las caracteristicas utilizadas para la seleccién
de los péptidos reconocidos por Lc T. A la de recha del diagrama de Venn, se describen las caracteristicas
utilizadas para la seleccién de los péptidos reconocidos por Lc B.

A partir de estos 50 candidatos (Apéndice 1), se seleccionaron 28 péptidos de las
23 proteinas (Tabla 6) los cuales presentaron los mejores valores en cada
caracteristica analizada, para proceder a realizar la comprobacion experimental de
la inmunogenicidad de estos péptidos con sueros positivos y negativos a T. cruzi

por el ensayo de ELISA.
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Tabla 6. Péptidos candidatos seleccionados con los scores mas altos
proltZina Proteina Pionsiicc,;g')ln Poﬁsri:;ilén Péptido Nucleo Tamafio | Alelos

3 Q4E046 106 123 SIEEPIEHVKTVTSNEHD IEHVKTVTS 18 17
4 Q4E4WS8 118 133 ASPLPSSSSAASALQG PSSSSAASA 16 6
4 Q4E4W8 138 154 SPGAAPESVKPPQTDPV PESVKPPQT 17 5
4 Q4E4WS8 194 208 RPAVNATSIPTATQG VNATSIPTA 15

5 Q4DYC3 225 239 KEMIKSVMPPPSSAA IKSVMPPPS 15

6 Q4CXJ6 255 271 VTKPLRPVEDMPFAKDL LRPVEDMPF 17 12
8 Q4DX97 237 253 CSYLGFAYDTADRAIFD FAYDTADRA 17

9 Q4DJ00 148 164 DTAIVQAVIPPLPEEEL IVQAVIPPL 17 9
10 Q4E2A9 30 47 AEVVEIPAGGKGAVGSTG PAGGKGAVG 18

11 Q4CQ28 317 331 VAMDYVYQQSRNMRR YVYQQSRNM 15 6
12 Q4DAT6 78 94 CVLEPVSDDDIAAYDGT PVSDDDIAA 17 10
12 Q4DAT6 432 449 PGSSPFGAGASAGASAGA PFGAGASAG 18 6
13 Q4CRX2 450 467 STAATVADGISHTVWGGT VADGISHTV 18 6
13 Q4CRX2 297 314 QLEDDVRLSSIPREDVTE VRLSSIPRE 18 7
13 Q4CRX2 378 395 SAPAAESGPAVPSAPADP AESGPAVPS 18 4
14 Q4E5H7 406 420 GAEYHEYQTNATLLA YHEYQTNAT 15 2
15 Q4E2M9 10 27 TVHLNESNAAPANTSMAV LNESNAAPA 18 5
16 Q4DC56 123 137 FRRYARWVEENVSFD YARWVEENV 15 5
17 Q4E2E3 25 39 VPLTQAGGPSVVSRA TQAGGPSVV 15 8
18 Q4DLI2 94 109 HRYGPNSFKLHRLPLP PNSFKLHRL 16 10
19 Q4D9H3 36 51 ESVELFTPGKTSLSDE FTPGKTSLS 16 7
19 Q4D9H3 707 722 ATRPPQDVSVDRETSS PQDVSVDRE 16 4
20 Q4D2C9 303 320 RADVPIRSTKALRIRARV IRSTKALRI 18 5
21 Q4DCWO0 408 425 PQVSVSSFAEVTAAPSEF VSVSSFAEV 18 5
22 Q4CY87 16 33 FSAQRSPASVLEDPLAQQ PASVLEDPL 18 5
22 Q4CYs87 396 410 VAHQNAGDVAIEVKD QNAGDVAIE 15 7
22 Q4CY87 412 429 PRILVDQSSPHADGHSVL LVDQSSPHA 18 6
23 Q4D7V1 3935 3952 QETELVPNGGHVAVTNAN PNGGHVAVT 18 26

Nucleo: Epitopo con potencial reconocimiento de T.

También, se analizé si los péptidos previamente predichos para la proteina 6

(Figura 13) y 15 (Figura 14), se encontraban estructuralmente accesibles. Este

analisis de

los modelos de

las estructuras 3D, mostro que el

péptido

VTKPLRPVEDMPFAKDL de la proteina 6 y el péptido TVHLNESNAAPANTSMAV

en la proteina 15, se encuentran en la superficie y accesibles para su

reconocimiento.
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J6_model_01

6 Q4CXJ6 255 271 VTKPLRPVEDMPFAKDL LRPVEDMPF 17

A

Figura 13 Localizacién del péptido VTKPLRPVEDMPFAKDL en la proteina 6. Ay B) Muestra la localizacién
del péptido VTKPLRPVEDMPFAKDL predicho para la proteina 6 espermidina sintetasa de T. cruzi, mostrando
gue se encuentra en la superficie y accesible para su reconocimiento. C) Se muestra en rojo el ndcleo del
péptido y en amarillo las secuencias que lo flanquean mostrando que el péptido esta en los sitios de unién entre
las hélices alfa y beta que corresponden a secuencias flexibles.

15 Q4E2M9 10 TVHLNESNAAPANTSMAV ~ LNESNAAPA 18

‘ot

Figura 14. Localizacion del péptido TVHLNESNAAPANTSMAYV en la proteina 15. A y B) Muestra la
localizacién del péptido TVHLNESNAAPANTSMAV predicho para la proteina 15 glucosa 6 fosfato isomerasa
de T. cruzi, mostrando que se encuentra en la superficie y accesible para su reconocimiento. C) Se muestra en
rojo el nicleo del péptido y en amarillo las secuencias que lo flanquean mostrando que el péptido esta en los
sitios de unién entre las hélices alfa y beta que corresponden a secuencias flexibles.
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Estos resultados apoyan la posibilidad de que la estrategia in silico utilizada para la
identificacion, cribado y seleccion de los péptidos predichos podria tener

posibilidades de éxito.

3.1.3 Busqueda, seleccion y evaluacion de péptidos antigénicos a T. cruzi
reportados en la literatura

Se realiz6 la busqueda de péptidos reportados en la literatura, que mostraran
capacidad de reconocimiento con sueros positivos a T. cruzi, pero a la fecha no
encontramos reportes de péptidos que hubieran sido identificados a partir de
antigenos de cepas circulantes en México, ni que hayan sido evaluados con sueros
de personas infectadas con el parasito provenientes de poblacion mexicana.
Tampoco encontramos ningun reporte en que se evaluaran péptidos identificados a
partir de cepas Tcl. Se encontraron 28 péptidos que fueron identificados a partir de
cepas aisladas en diferentes paises endémicos de América del Sur que mostraron
niveles variables de sensibilidad y especificidad, al ser evaluados con un diferente
namero de sueros. Estos péptidos, se identificaron de las cepas CL Brener (Tc VI,
originaria de Brasil), Tulahuen (TcVI, originaria de Chile) e Y (Tc Il, originaria de
Brasil). En la Tabla 7, se muestran los péptidos encontrados, los cuales
organizamos en tres grupos de acuerdo con el grado de reconocimiento que
mostraron a sueros positivos a T. cruzi en: 1) con mejor reconocimiento (mayor de
90% de reconocimiento de color verde) en donde se encontraron siete péptidos y
dos péptidos quiméricos, 2) regular reconocimiento (amarillo) encontrando seis

péptidos y 3) bajo o nulo reconocimiento (rojo) encontrando catorce péptidos.

Tabla 7. Péptidos antigénicos identificados mediante en anélisis de la literatura
Sueros (positivos / Meior
Antigeno Cepa DTU Funcién negativos / otros jor. Referencia
iganismas) reconocimiento
. . 99.6% Sensibilidad
Tripeptido PEP- [ hien | Tew Tripéptido 239/35/8 v 99.33% Houghton et al., 1999
2/TcDITcE o
Especificidad
Tetrapeptido (PEP- et 100% sensibilidad,
2/TCDITCE/Lo1.2) Tulahuen TcVI Tetrapéptido 71/10/80 92.5% especificidad Houghton et al., 2000
Proteina de PEP2 91.6%,
Péptido 2 (PEP2) Tulahuen Tc VI superficie de 142/81/37 TCD+PEP2 99.4% Peralta et al., 1994
Tripomastigote Sensibilidad
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Proteina ribosomal

Antigeno TcE Tulahuen Tc VI p 239/35/8 99% Sensibilidad Houghton et al., 1999
Epitopo TcLol.2 | Tulahuen | Tcwi Fagi‘gl':j;’:;s' 239/35/8 99% Sensibilidad | Houghton et al., 1999
Péptido TcD Tulahuen | Tcwi Fag‘gl'sj;f‘gs' 120/39/32 96.7% sensibilidad | Burns et al., 1992
93.8% Sensibilidad
Péptido TcD Tulahuen | Tcwvi hamiliaitranss 142/81/37 Peralta et al., 1094
sialidasa TCD+PEP2 99.4%
Sensibilidad
G Familia trans- o De Oliveira et al.,
Péptido C6_30 CL Brener | Tc VI sialidasa 66/24/28 92.70% 2013
Péptido B2 30_y | CL Brener | Tcwvi eI ety 66/24/28 92.60% DEelER B,
— sialidasa ) 2013
. CL Brener,
Quimera RP1-RP2- " Teny ) 0 Camussone et al.,
RP5 Tula$uen, Tevi Quimera 140/164/15 52% 2009
. CL Brener, ) Camussone et al.
d : 0 o
Quimera RP1-RP2 Tl Tc VI Quimera 140/164/15 25% 2009
- Mejor Hernandez-Marin et
Péptido 17 CL Brener | Tc VI SAPA 20/20/17 eEEERviEd al., 2002
Péptido repetitivo 1 | CL Brener | Tc VI Protglna gegciacald 140/164/15 Inmunoreactivo Camussone et al.,
citoesqueleto 2009
q Proteina de
An?lgeno Bl3 0 Y Tcll superficie de 140/164/15 Inmunoreactivo CanmsEene Chel,
Péptido repetitivo 5 ) - 2009
Tripomastigote
L . Familia trans- . Camussone et al.,
Péptido repetitivo 2 Tulahuen Tc VI T 140/164/15 Inmunoreactivo 2009
. Péptido de proteina R13para cardiopatia
Antigeno R13 CL Brener | Tc VI T 15/04/2010 Chagasica Kaplan et al., 1997
o Familia trans- Reconocimiento de De Oliveira et al.,
Péptido A6_30_col CL Brener | Tc VI e o 66/24/28 Tel 2013
o Baja Hernandez-Marin et
Péptido 18 CL Brener | Tc VI SAPA 20/20/17 T o al., 2002
Péptido B9_30_cl | CLBrener | Tcvi IRl s 66/24/28 ke D2 Qlfvela @idl
sialidasa reconocimiento 2013
Péptido H13 CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No atil Kaplan et al., 1097
ribosomal P
Péptido R11 CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No il Kaplan et al., 1997
ribosomal P
Péptido IE CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No atil Kaplan et al., 1097
ribosomal P
Péptido C10 CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No atil Kaplan et al., 1097
ribosomal P
Péptido C7 CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No atil Kaplan et al., 1097
ribosomal P
Péptido POB CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No il Kaplan et al., 1997
ribosomal P
Péptido H26R CLBrener | Tcwi | Péptido de proteina 15/04/2010 No il Kaplan et al., 1997
ribosomal P
Péptido TMVP | CL Brener | Tcvi | Péptido de proteina 15/04/2010 No il Kaplan et al., 1997
ribosomal P
Péptido repetitivo 4 | CL Brener | Tc VI I 140/164/15 No il CEEED D CRE,
citoplasmatico 2009
Péptido repetitivo 3 Tulahuen Tc Vi PO ESTHECE & 140/164/15 No util CEtmIsseE Eiel,

microtubulo

2009

Colores corresponden al nivel de reconocimiento reportados por los autores: Mejor reconocimiento (Mayor de 90% de reconocimiento de
color verde), regular reconocimiento (amarillo) y aquellos reportados con bajo o nulo reconocimiento (rojo)
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Todos los péptidos fueron analizados, seleccionando a PEP2 (21 aa), TcE (21 aa)
y TcD (15 aa) para utilizar en este trabajo, ya que mostraron los mejores niveles de
sensibilidad y especificidad en el reconocimiento de sueros positivos a T. cruzi
(Tabla 8). Estos péptidos tuvieron la caracteristica comun de ser disefiados a partir
de secuencias repetidas de una proteina de superficie de tripomastigotes (PEP2),
una proteina ribosomal (TcE) y otra proteina transialidasas de tripomastigotes
(TcD), identificadas en todos los casos de la cepa Tulahuen, que como se mencion6
anteriormente, pertenece al DTU TcVI y fue aislada en Chile. Estos péptidos se
mandaron sintetizar y los evaluamos experimentalmente con sueros caracterizados
positivos y negativos a T. cruzi provenientes de diferentes zonas endémicas de la

ECh en México, como se describe mas adelante.

Tabla 8. Péptidos seleccionados reportados en la literatura.

Péptido PEP2 TcE TcD
Secuencia GDKPSPFQAAAGDKPSPFGQA KAAIAPAKAAAAPAKAATAPA AEPKSAEPKSPAEPKSGCG
Tamafio 21 aa 21 aa 15 aa

o ) Sintetizado a partir de
Sintetizado a partir de

Sintetizado a partir de una ) L unidades de repeticion de
. o . unidades de repeticiéon de una o
Caracteristicas repeticion de una proteina de o Transialidasas de la
o . . proteina ribosomal de -
superficie de tripomastigotes. superficie de

tripomastigote de T. cruzi ) )
tripomastigotes.

Cepa (DTU) Tulahuen (TcVI) Tulahuen (TcVI) Tulahuen (TcVI)
Sensibilidad 91.6% 99% 40%
Especificidad 98% 93.8% 97%
Referencia (Peralta et al., 1994) (Houghton et al., 1999) (Burns et al., 1992)

Como control negativo, utilizamos un péptido no relacionado con T. cruzi,
denominado DENV1 el cual fue donado por el Dr. Cesar Lugo Caballero de la UADY.
Este péptido con secuencia: LKATLLAVSGVYPMSIPATLFVWYFWQKKKQRS,
consta de 33 aa de la posicion 1445-1476 de la secuencia proteica de NS2b del
virus del Dengue 1. Cabe mencionar que su identificacion se realizé siguiendo el
mismo protocolo que se ha utilizado en este trabajo de investigacion, con muy
buenos resultados de reconocimiento de sueros positivos a dengue. Dicho péptido
se analiz6 mediante BLAST para corroborar que no presentara similitud con

secuencias de T. cruzi, otros tripanosomatidos, otros parasitos y otros organismos
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en general. Como era esperado solo se encontr6 homologia con la secuencia del
virus del Dengue 1. Como control negativo también se utiliz6 Unicamente PBS,
correspondiendo al control sin péptido. Los 28 péptidos candidato y los péptidos

reportados en la literatura usados en este trabajo se sintetizaron en Peptide 2.0 Inc

( ).

3.1.4 Estandarizacién de las condiciones para los ensayos de ELISA

3.1.4.1 Sueros caracterizados positivos y negativos utilizados

Para llevar a cabo el analisis de los péptidos antigénicos locales y reportados en la
literatura, asi como, de los extractos totales de proteinas de las cepas aisladas en
Oaxaca, se obtuvieron sueros: 1) de la misma zona endémica de los aislados
provenientes del centro estatal de trasfusién sanguinea de Oaxaca y del laboratorio
de T. cruzi de la UABJO y 2) de otras zonas endémicas de la ECh en México,
provenientes del INDRE (Tabla 9).

Tabla 9. Informacién general de los sueros utilizados.
Origen eis iee Cantidad Pruebas realizadas
sueros
* ChagaTest I
Centro Estatal de la * ELISA casero INDRE
transfusion 60 * IFI InDRE
Sanguinea de positivos » Western blot con extracto total de epimastigotes
Oaxacay del 45 » Amplificacién de secuencia C6 especie-especifica de T.
laboratorio de T. negativos cruzi.
cruzi de la UABJO * Amplificacién de secuencia ir-miniexon especie-
especifica de T. cruzi.
75 * IFI-InDRE
" * ELISA-INDRE
INDRE posgtévos » Chagatest ELISA recombinante V4.0
negativos » Chagatest ELISA lisado
» Chagatest HAI

Todos los sueros utilizados fueron caracterizados con minimo 3 pruebas de acuerdo

con el algoritmo diagnéstico de la Secretaria de Salud.
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3.1.4.2 Establecimiento de condiciones para latécnica de ELISA con péptidos
reportados en la literatura
Con el objetivo de establecer las condiciones adecuadas para el analisis de los
péptidos, estas se establecieron utilizando los péptidos identificados en la literatura.
Pare ello utilizamos placas de alta adherencia, bloqueamos con BSA y probamos
diferentes concentraciones del antigeno, y diferentes diluciones de suero positivo y
negativo de Oaxaca y anticuerpo (Ab) secundario, como sigue:

e Concentracion del antigeno (3, 5, 7, 10 ug/ml)

e Titulacion de Ab secundario (1:625, 1:1250, 1:2500, 1:5000, 1:10000,

1:20000, 1:30000, 1:40000, 1:50000, 1:60000, 1:70000)
e Dilucion del suero (1:20, 1:50, 1:100, 1:200)

Para ello, consideramos las condiciones reportadas en la literatura de los péptidos
seleccionados PEP2, TcE y TcD (Burns et al., 1992; Camussone et al., 2009; De
Oliveira Mendes et al., 2013; Hernandez-Marin et al., 2003; Houghton et al., 2000,
1999; Kaplan et al., 1997, Peralta et al., 1994).

Titulamos primero el Ab secundario, utilizando 5ug/ml de péptido y una dilucién de
1:50 de un suero positivo (P4) y de un suero negativo (N2), que son las condiciones
que habian sido reportadas (Figura 15). Los resultados mostraron que el péptido
PEP2 mostr6 reconocimiento con el suero positivo P4 de manera creciente a partir
de la dilucion 1:30000 del Ab secundario, alcanzando su maximo a la dilucién
1:5000. Del mismo modo el péptido TcE mostré reconocimiento con el suero P4
desde una dilucién 1:70000 del Ab secundario alcanzando su maximo a la dilucion
1:5000. Por el contrario, el péptido TcD no presento reconocimiento con el suero
positivo P4 a ninguna diluciéon del Ab secundario. Como era esperado, los tres

péptidos probados no mostraron reconocimiento con el suero negativo N2.
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Figura 15 Titulacion de anticuerpo secundario para péptidos reportados en la literatura. Concentracion
de antigeno 5ug/ml, Dilucion de anticuerpo primario 1:50. Los resultados son el promedio de tres repeticiones
+ SEM.

Como a ninguna de las diluciones del Ab secundario se observl la meseta del
reconocimiento del péptido, procedimos a realizar el andlisis de los dos péptidos
gue mostraron los mejores resultados PEP2 y TcE, con diluciones menores del Ab
secundario (1:5000, 1:2500, 1:1250 y 1:625) y utilizando 2 sueros positivos y 4
sueros negativos (Figura 16). Los resultados mostraron que PEP2 fue reconocido
nuevamente con el suero P4, pero no asi con P6. El péptido TcE también fue
reconocido por el suero positivo P4, ademéas del P6. Con ambos péptidos se
observd un cambio de pendiente a las diferentes diluciones, sugiriendo que la
dilucion adecuada del Ab secundario para los siguientes experimentos es 1:5000.
Nuevamente como era esperado, con ambos péptidos PEP2 y TcE no se obtuvo
reconocimiento con los sueros negativos a T. cruzi N1, N2, N4 y N6. Estos
resultados, no solo establecieron la dilucion adecuada del Ab secundario para los
experimentos posteriores, sino que también mostraron que los péptidos de manera
individual no suelen ser reconocidos por los diferentes sueros positivos al parasito,

como se ha observado en otros trabajos.
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Figura 16 Titulacidn de anticuerpo secundario para PEP2y TcE. Concentracion del péptido 5ug/ml, dilucién
del suero 1:50. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

Ya titulado el Ab secundario, se procedio a establecer la mejor concentracion de
péptido a utilizar y la titulacién del Ab primario (sueros reactivos al parasito).
Probamos 3, 5, 7 y 10 ug/ml de los péptidos PEP2 y TcE, diluciones 1:20, 1:50,
1:100 y 1:200 de un suero altamente reactivo (P4) y un suero negativo (N2). En
todos los casos se utilizé el Ab secundario a una dilucion 1:5000. Como se muestra
en la Figura 17, los resultados mostraron que 5 ug/ml de péptido, una dilucién del
suero 1:50 y una diluciébn de anticuerpo secundario 1:5,000 son las mejores
condiciones para realizar los siguientes experimentos con los péptidos identificados
en este trabajo. Como era esperado en ninguna de las condiciones se observo
reconocimiento con el suero negativo N2. Cabe mencionar que aun cuando otras
de las condiciones probadas dieron buenos resultados y serian factibles de utilizar,
consideramos también las condiciones reportadas en la literatura (5 ug/ml de

péptido, una dilucién del suero 1:50) que nuestros resultados corroboraron y que
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permite tener resultados comparables a los ya reportados para los péptidos

identificados en la literatura.
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Figura 17. Establecimiento de concentracion del antigeno y dilucion del suero para péptidos PEP2 y
TcE. Anticuerpo secundario 1:5,000. Se analiz6 el anticuerpo primario a una dilucién 1:20, 1:50, 1:100 y 1:200
y la concentracion de péptidos de 3, 5, 7 y 10ug/ml. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

3.1.5 Evaluaciéon de los péptidos antigénicos identificados en este trabajo
mediante latécnicade ELISA, con sueros caracterizados positivos y negativos
al parasito de diferentes zonas endémicas de la ECh en México

Una vez establecidas todas las condiciones necesarias para el analisis de péptidos
por técnica de ELISA, se procedio a realizar el analisis de los péptidos antigénicos
identificados en este trabajo de investigacion. Para ello, se analizaron los péptidos
tanto de manera individual como en grupos y se utilizaron sueros caracterizados
positivos y negativos a T. cruzi provenientes de las mismas zonas endémicas de
donde fueron obtenidas las cepas utilizadas para su identificacion, asi como de

diferentes zonas endémicas de otros lugares de México.

3.1.5.1 Analisis de péptidos antigénicos locales por la técnica de ELISA, con
sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de las mismas zonas
endémicas de donde se aislaron las cepas usadas para su identificacion

Utilizando las condiciones previamente establecidas (5 ug/ml de péptido, suero 1:50
y anticuerpo secundario 1:5,000) se procedio a analizar los 28 péptidos candidatos
identificados en este trabajo, utilizando 4 sueros positivos (P4, P6, P10y P14) a 6
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pruebas aplicadas (Tabla 9), 4 sueros positivos (P15, P21, P11, P20) a 5 de seis
pruebas aplicadas (Tabla9) y 3 sueros negativos (N1, N2, N4), todos ellos
provenientes de Oaxaca, que es el lugar de donde se aislaron las cepas del parasito
utilizadas para la identificacion de los péptidos. Ademas, se incluyeron los péptidos
reportados en la literatura PEP2, TcE y TcD, y un péptido no relacionado
antigénicamente a T. cruzi DENV1, como control negativo. Los valores de corte

fueron calculados a partir del promedio de los sueros negativos + dos desviaciones

estandar.
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Figura 18 Andlisis de péptidos candidatos (1-28), los péptidos reportados en la literatura (PEP2, TcE,
TcD) y un péptido no relacionado DENV1. Los péptidos fueron evaluados con sueros determinados
previamente como sueros altamente positivos (P4, P6, P10 y P14), sueros medianamente positivos (P15, P21,
P11, P20) y sueros negativos (N1, N2, N4). Valor de corte (linea punteada). En el cuadro azul se muestran los
resultados con los péptidos reportados en la literatura (PEP2, TcE y TcD) y el péptido no relacionado
antigénicamente (DENV1). Las condiciones utilizadas fueron 5 ug/ml de péptido, suero 1:50 y anticuerpo
secundario 1:5,000. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

Como se observa en la Figura 18, el suero P10 fue el Unico reconocido por multiples
péptidos candidatos (1,2,3,4,5,6,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,21, 26 y 28).
Respecto a los péptidos reportados en la literatura, PEP2 presento reconocimiento

con los sueros P4, P15y P10, mientras que el péptido TcE presento las densidades

60



Opticas mas altas con los mismos sueros que PEP2 (P4, P15 y P10), ademas del
suero P6. En el caso del péptido TcD, Unicamente presento reconocimiento con el
suero P10. Con los sueros negativos N2 y N4 el péptido 1 presentd reactividad, asi
como el N2 con el péptido 17 y N1 con el péptido 28. Como era esperado el péptido
no relacionado antigénicamente DENV1, no fue reconocido por ninguno de los
sueros positivos (P4, P6, P10, P14, P15, P21, P11y P20) ni negativos (N1, N2, N4)

utilizados, confirmando que es un buen control negativo.

3.1.5.2 Andlisis de combinacion de péptidos antigénicos locales por latécnica
de ELISA, con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de las
mismas zonas endémicas de donde se aislaron las cepas del parasito
utilizadas para su identificacion

Ya que es poco probable que un Unico péptido sea reconocido por todos los sueros,
se evaluaron los péptidos que mostraron el mejor reconocimiento en el experimento
anterior (péptidos 1, 3, 8, 11, 14, 17, 19, 21 y 26), realizando todas las posibles
combinaciones en duos. Para ello se coloc6é a partes iguales dos péptidos para
obtener en conjunto 5mg/ml. Utilizando las mismas condiciones del experimento
anterior (5 ug/ml de péptido, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000) y los
MiSMOosS sueros positivos y negativos. Para mayor facilidad en su interpretacion, los
resultados se analizaron y muestran en una gréfica de calor (Figura 19). En este
analisis, se observd un patron heterogéneo de reconocimiento, siendo las
combinaciones con los péptidos 1y 8 las que tuvieron menores densidades Opticas,
mientras que la combinacion de 14-21 y 11-14 obtuvieron las densidades oOpticas
mas altas (0.917 con P10y 1.371 con P15 respectivamente). No obstante, en estas
combinaciones y en varios otros duos, se observa un aumento de las densidades

Opticas con los sueros negativos, indicando falsos positivos.
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Duos de péptidos candidatos
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Figura 19 Andlisis de péptidos identificados en duos. Se muestra en el mapa de calor dentro de cada celda
la densidad Optica obtenida de cada combinacién en relacion con cada uno de los sueros, en el gradiente de
color azul cuya escala se muestra en la parte derecha. Las condiciones utilizadas fueron 5 ug/ml de cada
combinacién de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. Los resultados son el promedio de tres
repeticiones.

Como la combinacion de péptidos 11/14 y 14/21 fueron las que mostraron las
densidades opticas mas altas, procedimos a evaluar nuevamente los péptidos 11,
14 y 21, en trio, ddo y por separado, colocando en partes iguales cada péptido en
combinaciéon para obtener en conjunto 5mg/ml (Figura 20). Los resultados
mostraron reconocimiento con el suero P14 con los péptidos 11 y 21 de manera
individual, con los dos duos 11/14 y 14/21 y con la combinacién de los tres péptidos
(11, 14 y 21). No se observé reconocimiento con ninguno de los sueros negativos
con los ninguno de los tres péptidos probados, tanto de manera individual como en
combinacion. No se observo un efecto aditivo en la densidad 6ptica cuando se
utilizaron la combinacién de péptidos, posiblemente debido a que fue necesario
disminuir la concentracion de cada péptido para mantener la concentracion final de

5ug/ml que se necesitaba por pozo.
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Figura 20 Analisis de los péptidos 11, 14 y 21 de manera individual y en combinaciéon en ddo y trio. Se
utilizaron 5 ug/ml de péptidos ya sea individual o en combinacion, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000.
Los péptidos individuales se representan con figuras vacias, los duos con figuras rellenas y el trio simbolizado
con asterisco. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

Se evaluaron también, los péptidos reportados en la literatura PEP2, TcE y TcD
tanto de manera individual como en trio, y ademas en su combinacién con los
péptidos identificados por nosotros 11, 14 y 21. Como se observa en la Figura 21
PEP2, TcE y TcD en su conjunto mostraron un mejor reconocimiento con los sueros
P4, P14 y P15, que cuando se utilizaron de manera individual. Aparentemente TcD
no contribuyo en dicho resultado de la combinacion de los tres péptidos, ya que por
si solo no mostré ser reconocido por los mismos sueros que si reconocieron la
combinacion de los tres. Cuando se evaluo la combinacion de los 6 péptidos, no se
observo ningun efecto aditivo de los péptidos 11, 14 y 21. Como era esperado, con
ninguno de los sueros negativos (N55, N56, N57 y N60) se observé reconocimiento

con ninguno de los péptidos individuales o en combinacion.
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Figura 21 Analisis los péptidos PEP2, TcE y TcD tanto de manera individual como en trio, y en su
combinacion con los péptidos identificados 11, 14 y 21. Péptidos individuales con figuras vacias, el trio de
los tres péptidos con rombo naranja relleno y la mezcla de los tres péptidos candidato y los tres péptidos
reportados en la literatura simbolizados con equis negra. Se utilizaron 5 ug/ml de péptidos ya sea individual o
en combinacién, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. Los resultados son el promedio de tres
repeticiones + SEM.

Los resultados anteriores en conjunto muestran que 21
(1,2,3,4,5,6,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,21, 26 y 28) de los 28 péptidos
identificados en este trabajo fueron reconocidos por un suero de los ocho probados.
Este comportamiento de reconocimiento limitado fue también observado con los
péptidos reportados en la literatura, en donde PEP2 fue reconocido por un suero y
TcE por dos sueros, de los cuatro sueros probados. El andlisis de ambos tipos de
péptidos de manera individual como en combinacion, mostré que los péptidos
identificados 11, 14 y 21 tienen mejor reconocimiento de manera individual que en

combinacion. Mientras que los péptidos reportados en la literatura PEP2 y TcE
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presentan buen reconocimiento tanto solos como en combinacion, no aumentando
la capacidad de reconocimiento cuando éstos se combinan con los péptidos 11, 14
y 21. Aun cuando los péptidos identificados en este trabajo mostraron densidades
Opticas menores que los péptidos reportados en la literatura, algunos mostraron
resultados positivos, por lo que se procedié a evaluarlos con un mayor numero de

sueros provenientes de diferentes regiones endémicas de la ECh en México.

3.1.5.3 Anédlisis de los péptidos 1, 8, 11, 14,17, 19, 21y 26 identificados en este
trabajo y de los péptidos PEP2, TcE, TcD reportados en la literatura por la
técnica de ELISA, utilizando sueros positivos y negativos a T. cruzi
provenientes de diferentes regiones endémicas de la ECh en México.

Se analizaron los ocho péptidos candidatos (1, 8, 11, 14, 17, 19, 21 y 26)
seleccionados previamente con los mejores resultados (Figura 18), los péptidos
reportados en la literatura (PEP2, TcE, TcD) y el péptido no relacionado
antigénicamente a T. cruzi (DENV1), con 75 sueros positivos y 52 sueros negativos
al parésito provenientes de diferentes zonas endémicas de la ECh en México,
proporcionados por el InDRE. Como primer paso se analizaron los sueros
proporcionados y caracterizados por el InDRE, por género, edad y distribuciéon
geografica de donde provenian. Los sueros positivos correspondian a 22 mujeres y
53 hombres, mientras que de los sueros negativos son 31 de mujeres y 21 de
hombres. En cuanto a edad la mayoria de los sueros corresponden a personas que
se encuentran en el rango de los 18 a 59 afios (43 negativos y 69 positivos). En
menor proporcién los sueros provenian de infantes (2 negativos), nifios (4 negativos

y 1 positivo), vejez (2 negativos y 3 positivos o0 sin datos (2 positivos) (Figura 22).
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Figura 22 Sueros proporcionados por el INDRE clasificados por rango de edad de los individuos. Los

sueros negativos (azul) y positivos (rojos) se agruparon por rango de edad, indicandose su namero arriba de
cada barra.

También, se analiz6 el estado de origen de los sueros ya que provenian de diversas
regiones del pais. Como se muestra en la Figura 23 los sueros positivos (panel A)
mostraron rangos promedio de densidad 6ptica variables que oscilan en un rango
entre 0.518 en muestras del estado de Tlaxcala hasta un maximo de 1.337 en
Sinaloa. Los valores promedio de densidad 6ptica se represent6 en un gradiente de
color para facilidad de su andlisis, mostrando que las muestras de Sinaloa,
Zacatecas, Nayarit, Coahuila, Aguascalientes, Campeche y Michoacén son las que
tienen los niveles de seropositividad mayores. Los sueros negativos (panel B)

mostraron densidades épticas con valores menores a 0.241.
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Figura 23 Analisis de la distribucion de los sueros por estado. A) Sueros positivos a T. cruzi provenientes
de los diferentes estados de México. B) Sueros negativos provenientes de los diferentes estados de México. Se
nuestra la abreviacion del nombre del estado, la cantidad de sueros y el promedio de la densidad dptica por
estado de la republica. El gradiente de color azul cuya escala se muestra en la parte superior del mapa,
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representa el promedio de la densidad 6ptica de los sueros positivos de cada estado. La abreviacion de los
nombres de los estados son Ags=Aguascalientes, BCN=Baja california, BCS=Baja california sur,
Camp=Campeche, CDMX=Ciudad de México, Chih=Chihuahua, Chis=Chiapas, Coah=Coahuila, Col=Colima,
Dgo=Durango, Gro=Guerrero, Gto=Guanajuato, Hgo=Hidalgo, Jal=Jalisco, Méx=Estado de México,
Mich=Michoacan, Mor=Morelos, Nay=Nayarit, NL=Nuevo Ledn, Oax=0axaca, Pue=Puebla, QR=Quintana Roo,
Qro=Querétaro, Sin=Sinaloa, SLP=San Luis Potosi, Son=Sonora, Tab=Tabasco, Tams=Tamaulipas,
Tlax=Tlaxcala, Ver=Veracruz, Yuc=Yucatan, Zac=Zacatecas.

Procedimos entonces a realizar el andlisis de los péptidos candidatos (1, 8, 11, 14,
17,19, 21, 26 y 28) y péptidos reportados (PEP2, TcE, TcD) con los sueros positivos
y negativos a T. cruzi provenientes de diferentes partes de México mediante el

ensayo de ELISA. El péptido DENV1 no relacionado se us6 como control negativo.

3.1.5.3 Andlisis del reconocimiento de péptidos identificados en este trabajo
por la técnica de ELISA, con sueros positivos y negativos a T. cruzi
provenientes de diferentes zonas endémicas de México.

Se analizaron ocho (1, 8, 11, 14, 17, 19, 21 y 26) de los 28 péptidos candidato
iniciales (Figura 18), evaluandolos ahora con los 75 sueros positivos y los 52 sueros
negativos provenientes del INDRE. Los valores de corte se calcularon a partir del
promedio de los sueros negativos méas dos desviaciones estandar. Los resultados
mostraron que los ocho péptidos fueron reconocidos, pero por un nimero muy
limitado de sueros positivos (péptido/suero: 1/3, 8/4, 11/2, 14/1, 17/3, 19/1, 21/1y
26/1) (Figura 24). Para un mejor analisis de los resultados se calcul6 la sensibilidad,
especificidad, indice kappa y curva ROC de los resultados de todos los péptidos
analizados (Figura 25). Este analisis corrobora el bajo reconocimiento con este
panel de sueros. Un ejemplo de ello se observé en el péptido 11 que presentd una
sensibilidad de 13.3% y especificidad de 88% con una indice kappa de 0.015
teniendo una concordancia infima y un area bajo la curva de 0.5141 con un error
estandar 0.05274, 1C95% 0.4107-0.6175 con una p=0.7874. Por su parte, el péptido
17 presentd una sensibilidad de 6.6% y especificidad de 94.2% con una indice
kappa de 0.007 teniendo una concordancia infima y un area bajo la curva de 0.5026
con un error estandar 0.05231, 1C95% 0.4286-0.6365 con una p=0.5335. Estos
resultados mostraron que los péptidos candidatos no presentaron un buen

desemperio para ser reconocidos por sueros positivos a T. cruzi.
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Figura 24 Analisis del reconocimiento de péptidos candidatos 1, 8, 11, 14, 17, 19, 21 y 26 con sueros
positivos y negativos a T. cruzi provenientes de diferentes zonas endémicas de la ECh en México. Sueros
caracterizados positivos (azul) y negativos (rojo) a T. cruzi. A) Péptido candidato 1. B) Péptido candidato 8. C)
Péptido candidato 11. D) Péptido candidato 14. E) Péptido candidato 17. F) Péptido candidato 19. G) Péptido
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candidato 21. H) Péptido candidato 26. Se utilizaron 5 ug/ml de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario
1:5,000. La linea de corte se muestra en verde Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

A Curva ROC: Péptido 1

- 80
2
3 60
2
@ 40
12
* 20

0

0 20 40 60 80 100
% Especificidad

Area bajo la curva del péptido 1
Area 0.5326
Error estandar 0.05305

Intervalo de confianza

95% 0.4286 to 0.6365
Valor de i 0.5335
Controles (Negativos) | 52

Enfermos (Positivos’ 75
Concordancia
Sensibilidad=1/75= 1.3%
Especificidad= 49/52=86%
Kappa= -0.037
SE de kappa = 0.029

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.094 a 0.021

E Curva ROC: Péptido 17
100

40

% Sensibilidad

20

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
% Especificidad

Area bajo la curva del péptido 17

Area 0.5026
Error estandar 0.05231
Intervalo de confianza

95% 0.4000 to 0.6051
Valor de 0.9609
Controles (Negativos) 52

Enfermos (Positivos 75
Concordancia

Sensibilidad=5 /75= 6.6%
Especificidad= 49/52=94.2%
Kappa= 0.007

SE de kappa = 0.036

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.063 a 0.078

PEPTIDOS CANDIDATOS

B Curva ROC: Péptido 8

% Sensibilidad

0 20 40 60 80 100
% Especificidad

Area 0.5200
Error estandar 0.05290
Intervalo de confianza

95% 0.4163 to 0.6237

Valor de i 0.7021

Controles (Negativos) | 52

Enfermos (Positivos 75
Concordancia

Sensibilidad=2 /75= 2.6%
Especificidad= 48/52=92%

Kappa= -0.042

SE de kappa = 0.035

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.110 a2 0.026

F ROC curve: 19
:
2
&
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Specificity%
Area 0.5141
Error estandar 0.05207
Intervalo de confianza
95% 0.4120 to 0.6162
Valor de 0.7874
Controles (Negativos) 52

Enfermos (Positivos. 75
Concordancia
Sensibilidad=2 /75= 2.6%
Especificidad= 49/52= 86%
Kappa= -0.005
SE de kappa = 0.019

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.042 a2 0.033

C  curva ROC: Péptido 11

% Sensibilidad

T T T T 1
0 20 40 60 80 100
% Especificidad

Area

Error estandar

Intervalo de confianza

| 0.4107 t0 0.6175
0.7874

Controles (Negativos) | 52
Enfermos (Positivos 75
Concordancia
Sensibilidad=10 /75= 13.3%
Especificidad= 46/52=88%
Kappa=0.015
SE de kappa = 0.050

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.084a0.114

G ROC curve: 21
100
80
2
% 60
§ 40
20
0
Y T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Specificity%
Area 0.5314
Error estandar 0.05367

Intervalo de confianza

95% 0.4262 to 0.6366
Valor de 0.5481
Controles (Negativos) 52

Enfermos (Positivos 75
Concordancia

Sensibilidad=2 /75= 2.6%
Especificidad= 49/52= 86%
Kappa= -0.032

SE de kappa = 0.022

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.075a0.012

D curva ROC: Péptido 14

% Sensibilidad

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
% Especificidad

Area 0.5345

Error estandar 0.05184

Intervalo de confianza

| 0.4329 to 0.6361
0.5096

Controles (Negativos) | 52

Enfermos (Positivos’ 75

Concordancia
Sensibilidad=1/75= 1.3%
Especificidad= 49/52=94.2%

Kappa=-0.021

SE de kappa = 0.025

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.069 a 0.028

H ROC curve: 26

Sensitivity%

04—
0 T

0 20

T T T 1
40 60 80 100
Specificity%

Area

Error estandar
Intervalo de confianza
95%

Valor de

0.4138 to 0.6208
0.7407

Controles (Negativos) 52

Enfermos (Positivos 75 |
Concordancia
Sensibilidad=2 /75= 2.6%

Especificidad= 49/52= 86%

Kappa= -0.010

SE de kappa = 0.027

Intervalo de confianza del 95%: De -
0.063 a 0.043

Figura 25 Andlisis de los péptidos candidatos 1, 8, 11, 14, 17, 19, 21 y 26 mediante curvas ROC. Se
muestra la curva ROC para péptido candidato 1 (A), 8 (B), 11 (C), 14 (D), 17 (E), 19 (F), 21 (G) y 26 (H) con sus
resultados del area bajo la curva, la sensibilidad, especificidad y la indice kappa.
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3.1.5.4 Anélisis del reconocimiento de péptidos PEP2, TcE y TcD reportados
en la literatura, por la técnica de ELISA con sueros positivos y negativos a T.
cruzi provenientes de diferentes zonas endémicas de la ECh en México.

El mismo andlisis anterior realizado con los péptidos candidato, también lo llevamos
a cabo con los péptidos reportados en la literatura PEP2, TcE y TcD, usando como
control negativo el péptido no relacionado DENV1 y los 75 sueros positivos y los 52
sueros negativos provenientes del INDRE. Se obtuvieron los valores de corte
calculados a partir del promedio de los sueros negativos + desviaciones estandar.
El péptido PEP2 (Figura 26) mostré un buen reconocimiento con la mayoria de los
sueros positivos (40 de los 75 positivos ensayados) mostrando niveles variables de
reconocimiento y tres de los sueros negativos mostraron positividad (falso positivo).
Se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 53.3% y 86% respectivamente y
utilizando el indice kappa para evaluar la concordancia de los resultados, mostro

una concordancia de moderada a baja (0.435).
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Figura 26 Anélisis del reconocimiento PEP2 con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de
otras zonas endémicas de México. Sueros caracterizados positivos (azul) y negativos (rojo) a T. cruzi. Se
utilizaron 5 ug/ml de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. La linea de corte se muestra en
verde y sus valores en el recuadro verde. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM. En la
tabla se muestran los resultados que se calcularon de sensibilidad, especificidad e indice kappa.
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Como se muestra en la Figura 27, el andlisis de TCE mostr6é un buen reconocimiento
con la mayoria de los sueros positivos (60 de los 75 ensayados) mostrando niveles
variables de reconocimiento y tres de los sueros negativos mostraron positividad
(falsos positivos). Se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 80% y 86%
respectivamente y utilizando el indice kappa para evaluar la concordancia de los

resultados, mostré una buena concordancia (0.717).
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Figura 27 Anédlisis del reconocimiento TcE con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de
otras zonas endémicas de México. Sueros caracterizados positivos (azul) y negativos (rojo) a T. cruzi. Se
utilizaron 5 ug/ml de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. La linea de corte se muestra en
verde y sus valores en el recuadro verde. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM. En la
tabla se muestran los resultados que se calcularon de sensibilidad, especificidad e indice kappa.

Por ultimo, TcD (Figura 28) no mostr6 reconocimiento con la mayoria de los sueros
positivos (7 de los 75 ensayados) mostrando niveles bajos de reconocimiento y dos
de los sueros mostrd positividad (falso positivo). Este pobre reconocimiento se
observd también cuando se determind su sensibilidad y especificidad del 9.3% y
96% respectivamente y utilizando la indice kappa para evaluar la concordancia de

los resultados, mostré una concordancia baja (0.046).
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Figura 28 Analisis del reconocimiento TcD con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes de
otras zonas endémicas de México. Sueros caracterizados positivos (azul) y negativos (rojo) a T. cruzi. Se
utilizaron 5 ug/ml de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. La linea de corte se muestra en
verde y sus valores en el recuadro verde. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM. En la
tabla se muestran los resultados que se calcularon de sensibilidad, especificidad e indice kappa.

El antigeno no relacionado DENV1 al ser analizado mostré un reconocimiento con
2 sueros positivos y 3 negativos (falsos positivos al parasito) y una sensibilidad y
especificidad de 2.6% y 94.2% respectivamente. Utilizando el indice kappa para
evaluar la concordancia de los resultados se obtuvo, como era esperado, una infima
concordancia (-0.026) (Figura 29). Es posible que los sueros tanto positivos como
negativos a T. cruzi dieran positivos porque podrian tener Ab contra el virus del

dengue.
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Figura 29 Anélisis del reconocimiento DENV1 con sueros positivos y negativos a T. cruzi provenientes
de otras zonas endémicas de México. Sueros caracterizados positivos (azul) y negativos (rojo) a T. cruzi. Se
utilizaron 5 ug/ml de péptidos, suero 1:50 y anticuerpo secundario 1:5,000. La linea de corte se muestra en
verde y sus valores en el recuadro verde. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM. En la
tabla se muestran los resultados que se calcularon de sensibilidad, especificidad e indice kappa.

A estos antigenos también se les analiz6 su capacidad discriminativa mediante las
curvas ROC obteniendo para TcE un area bajo la curva de 0.9503 con un error
estandar de 0.018 y un IC95% (0.9149-0.9856) con una p<0.0001. Mientras que el
PEP2 presento un area bajo la curva de 0.8919 con un error estandar de 0.0287 y
un 1C95% (0.8356-0.9482) con una p<0.0001. TcD presento un area bajo la curva
de 0.5682 con un error estandar de 0.05152 y un IC95% (0.4672-0.6692) con una
p=0.1922. Finalmente, DENV1 presento un area bajo la curva de 0.5427 con un
error estandar de 0.05244 y un 1C95% (0.4399-0.6455) con una p=0.4143 (Figura
30).
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Figura 30 Analisis de los péptidos reportados mediante curvas ROC. Se muestra la curva ROC para TcE
(A), PEP2 (B), TcD (C) y DENV1 (D) con sus resultados del area bajo la curva, la sensibilidad, especificidad y
la indice kappa.

Se calcul6 la sensibilidad y especificidad obteniendo 80% y 86% respectivamente.
Utilizando la indice kappa para evaluar la concordancia de los resultados,
obteniendo una buena concordancia (0.717) (Figura 27). Estos resultados en
conjunto mostraron que el péptido TcE es un muy buen candidato para evaluar
sueros de personas infectadas de México. Considerando que se ha reportado que
es necesaria la mezcla de antigenos para obtener una buena sensibilidad y
especificidad (Da Silveira et al., 2001; Houghton et al., 1999) el hecho de que TcE
por si solo reconocié el 80% de los sueros positivos y como positiva a solo uno de
los 52 sueros negativos, es indicativo de su buen desempefio. Muy posiblemente,
de identificarse otros péptidos con niveles de sensibilidad y especificidad similares,
la mezcla de estos con TcE mejorarian el reconocimiento de los sueros que no
reconocio por si solo en muestras provenientes de México y posiblemente de otros

paises endémicos donde circulan predominantemente cepas Tcl.
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3.2 Evaluacién de extractos totales de epimastigotes y tripomastigotes
de T. cruzi, con sueros caracterizados positivos y negativos al parasito
provenientes de diferentes zonas endémicas de la ECh en México

Una vez que se concluyé el andlisis de los péptidos tanto identificados en este
trabajo como los reportados en la literatura, procedimos a evaluar extractos totales
de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de las 15 cepas locales. Esto no
solo nos permitira evaluar estos antigenos locales en conjunto, sino también
comparar el desempefio entre los dos estadios de desarrollo del parasito, que han
causado su uso controversia en el campo. Cabe mencionar que la evaluacion de
proteinas recombinantes se esta realizando en otro proyecto de nuestro laboratorio
por lo que no seran evaluadas en este trabajo.

3.2.1 Determinaciéon el mejor método (fisico y quimico) para la obtencion de
extractos totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de las 15
cepas es estudio.

Como primer paso establecimos las condiciones para la obtencién de los extractos
totales. Para ello se realizo la lisis de los parasitos mediante 3 métodos diferentes:
1) el método de congelado- descongelado, 2) la obtencién mediante lisis quimica y
3) la combinacion de ambos métodos. Para ello, utilizamos epimastigotes de la cepa
CL Brener que es una cepa de referencia. Al analizar los extractos totales de
proteinas separadas mediante SDS-PAGE, se identific6 que el método de
congelado-descongelado muestra una mejor preservacion de las proteinas al
observar la integridad de las proteinas de alto peso molecular, en comparacién con
el método de lisis y el método combinado, en los cuales no se observan las proteinas

de alto peso molecular (Figura 31).
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Figura 31 Andlisis de los métodos de lisis para obtencion de Extracto total de proteinas. Extractos totales
de proteinas de epimastigotes de la cepa CL Brener obtenidos por congelado- descongelado, lisis con
detergentes y la combinaciéon de ambos métodos. Después de su cuantificacién se corrieron cantidades iguales
en un gel de poliacrilamida al 10% y se tifieron con azul coomassie.

Una vez establecidas estas condiciones para la obtencién de los extractos totales
de proteinas, procedimos a la obtencién de los extractos de las 15 cepas locales
tanto de epimastigotes y tripomastigotes, como se describe en materiales y métodos
utilizando el método de congelado-descongelado para obtencion de los extractos
totales proteicos. En el caso de tripomastigotes se utilizaron 13 de las 15 cepas en
estudio, debido a que las cepas NM4 y SS3 no fue posible obtener tripomastigotes

liberados de las células infectas, ya que éstos se diferenciaban rapidamente a
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epimastigotes, por lo que fue necesario descartar estas dos cepas para estos
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Figura 32 Extractos totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de las cepas locales de
México. Extracto total de proteinas de epimastigotes (A) y tripomastigotes (B) de las cepas locales y de
referencia CL Brener se analizaron en geles de poliacrilamida y se tifieron con azul Coomassie.

Como se observa en la Figura 32, tanto los extractos totales de epimastigotes
(panel A) como de tripomastigotes (panel B) se obtuvieron con buena integridad al
observarse las proteinas de alto peso molecular, indicando que los extractos estan

en Optimas condiciones para sus posteriores analisis.

78



3.2.2 Estandarizacion de las condiciones para los ensayos de ELISA con
extractos totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes, usando
sueros caracterizados positivos y negativos a T. cruzi provenientes de las
mismas zonas endémicas de la ECh en México que las cepas de parasito.
Con el objetivo de establecer las mejores condiciones para el andlisis mediante la
técnica de ELISA, se analizaron las siguientes condiciones:

e Concentracion del antigeno (1.25, 2.5, 5, 6, 7.5, 10 ug/ml).

e Dilucion del suero (1:100, 1:200, 1:400, 1:600, 1:800).

e Titulacion de anticuerpo secundario (1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:30000,

1:40000, 1:50000, 1:60000, 1:70000).

Dichas condiciones fueron propuestas con base a las condiciones reportadas en
donde trabajaron con extractos totales de proteinas y péptidos en la ECh (Burns et
al., 1992; Camussone et al., 2009; De Oliveira Mendes et al., 2013; Hernandez-
Marin et al., 2003; Houghton et al., 2000, 1999; Kaplan et al., 1997; Peralta et al.,
1994) y a las sugerencias del proveedor para el caso del Ab secundario.

Primero se realizé la titulaciébn del anticuerpo secundario, utilizando el pool de
extractos totales de proteinas usados en proporciones iguales de concentracién de
las 15 cepas para epimastigotes o de las 13 cepas de tripomastigotes. Se usé
5ug/ml el pool de proteinas y una diluciéon 1:200 del suero positivo (P4 y P6) y
negativo (N1, N2, N4, N6) al parasito provenientes de Oaxaca y una dilucién
1:10000 y 1:20000 del Ab secundario.
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Figura 33 Titulacién de Ab secundario para extracto total de epimastigotes y tripomastigotes. Ensayo de
ELISA usando 5ug/ml el pool de extracto total de proteinas de epimastigotes o tripomastigotes, una dilucion
1:200 del suero positivo (P4 y P6) y negativo (N1, N2, N4, N6) al parasito y una dilucién 1:10000 y 1:20000 del
Ab secundario. Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

Como se muestra en la Figura 33, la dilucion de 1:20,000 del anticuerpo secundario
para el analisis de los extractos totales de proteinas de epimastigotes y de
tripomastigotes mostrd los mejores resultados, estableciéndose para los siguientes
experimentos. Posteriormente se analizaron diferentes concentraciones del
conjunto de extractos totales de proteinas de cada estadio del parasito con
diferentes diluciones de un suero positivo (P4) y un suero negativo (N2). De acuerdo
con los resultados se seleccion6 la concentracion de 5ug/ml del conjunto de
extractos totales de proteinas y la dilucion 1:200 del suero que fueron las
condiciones que permitieron la correcta discriminacion entre los sueros positivos y

negativos (Figura 34).
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Figura 34 Establecimiento de concentracion del antigeno y dilucién del suero para extracto total de
epimastigotes y tripomastigotes. Utilizando la dilucién 1:20000de anticuerpo secundario, se analizaron
diferentes concentraciones del antigeno en un rango de 3, 5, 7 y 10 ug/ml y una dilucién 1:20, 1:50, 1:100 y
1:200 del suero positivo (P4) y negativo (N2). Los resultados son el promedio de tres repeticiones + SEM.

Los resultados anteriores en conjunto mostraron que las mejores condiciones para
realizar los ensayos de ELISA con extracto totales de proteinas tanto con
epimastigotes como tripomastigotes son placas de alta adherencia, bloqueadas con
BSA, 5ug/ml del conjunto de extractos totales de proteinas, una dilucion 1:200 de

suero y una dilucion 1:20,000 del Ab secundario.

3.2.3 Evaluacion de extractos totales de proteinas de epimastigotes y
tripomastigotes de T. cruzi mediante la técnica de ELISA, con sueros
caracterizados positivos y negativos al parasito provenientes de diferentes
zonas endémicas de la ECh México

Aun cuando los estadios del parasito comparten algunas proteinas, se sabe también
que contienen otras proteinas estadio especificas que podrian estar involucradas
en el reconocimiento antigénico del tripomastigote, que es el que se encuentra en
el hospedero mamifero. Por ello como primer paso, se analizaron los extractos
totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes de las diferentes cepas
locales con 1 suero positivo (P4) y 4 sueros negativos (N1, N2, N4 y NG6)
provenientes de Oaxaca. Como se observa en la Figura 35, se presentaron
diferentes niveles de reconocimiento entre las cepas con el suero positivo,
observandose ademas que no hubo el mismo patron entre los extractos de proteinas
de epimastigotes y tripomastigotes ni con los diferentes DTUs. Los sueros negativos
no mostraron reconocimiento en la mayoria de los casos a excepcion del N1 que

dio positivo con SC1.
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Figura 35 Comparacion de reconocimiento de extractos totales de proteinas de epimastigotes y
tripomastigotes de las diferentes cepas locales de T. cruzi. Se utilizaron 5ug/ml de los extractos totales de
proteinas de epimastigotes y tripomastigotes (indicado arriba de cada gréafica) de las diferentes cepas locales
de T. cruzi con diferente DTU (indicadas con diferentes colores de acuerdo con la tabla entre las dos gréficas),
una dilucién 1:200 de suero positivo (P4) y negativo (N1, N2, N4 y N6) y una dilucién 1:20,000 del Ab secundario.
La linea de corte (negro) es el promedio de los sueros negativos més dos desviaciones estandar (lineas
punteadas). Los resultados es el promedio de tres repeticiones + SEM.

3.2.3.1 Analisis del reconocimiento de extractos totales de proteinas de
epimastigotes y tripomastigotes por la técnica de ELISA, con sueros
caracterizados positivos y negativos a T. cruzi provenientes de diferentes
zonas endémicas de la ECh en México.

Se evaluaron los extractos totales de proteinas de epimastigotes y tripomastigotes
provenientes de diferentes zonas endémicas de la ECh en México. Utilizando 75
sueros positivos y 52 sueros negativos, los cuales fueron proporcionados y
caracterizados por el INDRE. La linea de corte fue calculada a partir del promedio
de los sueros negativos mas dos desviaciones estandar. Como se muestra en la
Figura 36 el conjunto de extractos totales de proteinas de epimastigotes confirmé
el total de los sueros positivos y 51 de los 52 sueros negativos evaluados,
obteniéndose una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98%. Ademas,
estos resultados en su andlisis del indice kappa mostraron una concordancia del
0.984.
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Figura 36 Anélisis del reconocimiento del extracto total de epimastigotes con sueros positivos y
negativos a T. cruzi provenientes de otras zonas endémicas de México. Mostrando en azul los sueros
positivos y en rojo los negativos. En la tabla se muestran los resultados que obtuvieron para calcular la

sensibilidad, especificidad e indice kappa.

En el caso del conjunto de extractos totales proteinas de tripomastigotes confirmo
71 de los 75 sueros positivos y 51 de los 52 sueros negativos, obteniéndose una

sensibilidad del 94.6% y una especificidad del 98%. Ademas, estos resultados en

su andlisis del indice kappa mostraron una concordancia del 0.919 (Figura 37).
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Figura 37 Anélisis del reconocimiento del extracto total de tripomastigotes con sueros positivos y
negativos a T. cruzi provenientes de otras zonas endémicas de México. Mostrando en azul los sueros
positivos y en rojo los negativos. En la tabla se muestran los resultados que obtuvieron para calcular la

sensibilidad, especificidad e indice kappa.

Se realizo el andlisis de curvas ROC obteniendo que para el conjunto de extractos
totales de proteinas de epimastigotes un area bajo la curva de 0.9982 con un error
estandar de 0.0019 y un 1C95% (0.994-1.00) con una p<0.0001. Mientras que para
el conjunto de extractos totales de proteinas de tripomastigotes un area bajo la curva
de 0.9932 con un error estdndar de 0.0046 y un IC95% (0.984-1.00) con una
p<0.0001 (Figura 38).

Estos resultados mostraron que los extractos totales de proteinas de epimastigotes
de cepas locales son 100% sensibles, siendo por tanto muy buenos candidatos para
realizar pruebas de tamizaje en zonas endémicas de México. Ademas, contrario a
lo que se esperaba, tanto los extractos de proteinas de epimastigotes como de
tripomastigotes mostraron niveles iguales de especificidad (98%), colocando a los
primeros como los candidatos ideales para ser utilizados en futuros experimentos,

por su facilidad de cultivo.
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Figura 38 Anélisis de los extractos totales de proteinas mediante curvas ROC. A) Se muestra la curva
ROC para tripomastigotes con sus resultados del area bajo la curva, la sensibilidad, especificidad y la indice
kappa. B) Se muestra la curva ROC para epimastigotes con sus resultados del area bajo la curva, la sensibilidad,
especificidad y la indice kappa.

3.3 Regionalizacion del grado de seropositividad a T. cruzi de los datos
del InDRE, extractos totales de proteinas de epimastigotes vy
tripomastigotes locales, y péptidos en estudio.

Conforme avanzdbamos en los andlisis de los sueros positivos a T. cruzi, se noto
una cierta tendencia a observar mayores densidades Opticas en los sueros
provenientes de algunos estados de la republica mexicana en comparacion a otros.
Por lo tanto, se decidio comparar y analizar los sueros positivos y negativos a T.
cruzi dividiéndolos en diferentes rangos de densidad 6ptica (1-0.299, 0.3-0.999, 1-
1.299y 1.3-2.5), estado o region (norte, centro y sur) del pais.

Como se observa en la Figura 39, se encontraron niveles mayores de
seropositividad (DO = 1) al parasito en los estados del norte como Coahuila y
Sinaloa. También, en los estados de la parte norte del centro del pais, como
Zacatecas y Nayarit (colindantes con Coahuila y Sinaloa, respectivamente) se

observan densidades Opticas altas (=1). Por el contrario, el resto de los estados
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analizados del centro y sur del pais, aunque con excepciones en algunos sueros, la
gran mayoria muestran densidades opticas menores (< 1). De manera interesante,
estos resultados se observaron de manera relativamente consistente cuando se
utilizaron los datos obtenidos directamente de las muestras donadas y evaluadas
por el INDRE, asi como de nuestros resultados con los extractos totales de proteinas
de epimastigotes y tripomastigotes locales y el péptido reportado en la literatura
TcE. En el caso de los sueros negativos no se observd un patron en particular
(Figura 40). Estos resultados mostraron un probable patron de mayor
seropositividad al norte de México.
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Figura 39 Regionalizacion del grado de seropositividad a T. cruzi a través de su reconocimiento con los
diferentes antigenos. Se muestra en un mapa de calor la densidad Optica de sueros positivos a al parasito
dividiéndolos en diferentes rangos de densidad 6ptica (1-0.299, 0.3-0.999, 1-1.299 y 1.3-2.5 / indicado a la
derecha del mapa de calor), estado (separados con una linea horizontal) o region (norte, centro y sur /corchetes
a la izquierda del mapa de calor) del pais. En cada celda se muestra la densidad éptica obtenida a 490nm. A la
derecha del mapa se muestra la escala de rangos de color y DO. Separando con lineas verticales se muestran
los resultados del INDRE (INDRE), y los obtenidos en este trabajo con extractos totales de proteinas de
epimastigotes (ETE) y tripomastigotes (ETT), asi como con los péptidos reportados en la literatura TcE, PEP2,
TcD, el péptido control negativo (DENV1) y los péptidos identificados en este trabajo (1,8,11,14,17,19,21 y 26).
Los estados se ordenaron de acuerdo con como se localizan de norte a sur dentro de cada region. Ademas, los
resultados se ordenaron de izquierda a derecha iniciando con las muestras del INDRE seguido de los nuestros
ordenados de mayor a menor seropositividad.
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Figura 40 Regionalizacién del grado de seronegatividad a T. cruzi a través de su reconocimiento con los
diferentes antigenos. Se muestra en un mapa de calor la densidad Optica de sueros negativos al parasito
dividiéndolos en diferentes rangos de densidad 6ptica (1-0.299, 0.3-0.999, 1-1.299 y 1.3-2.5 / indicado a la
derecha del mapa de calor), estado (separados con una linea horizontal) o region (norte, centro y sur /corchetes
a la izquierda del mapa de calor) del pais. En cada celda se muestra la densidad 6ptica obtenida a 490nm. A la
derecha del mapa se muestra la escala de rangos de color y DO. Separando con lineas verticales se muestran
los resultados del INDRE (INDRE), y los obtenidos en este trabajo con extractos totales de proteinas de
epimastigotes (ETE) y tripomastigotes (ETT), asi como con los péptidos reportados en la literatura TcE, PEP2,
TcD, el péptido control negativo (DENV1) y los péptidos identificados en este trabajo (1,8,11,14,17,19,21 y 26).
Los estados se ordenaron de acuerdo con cémo se localizan de norte a sur dentro de cada region. Ademas, los
resultados se ordenaron de izquierda a derecha siguiendo el orden de la Figura 39.
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4. DISCUSION

Se ha estimado que existen alrededor de 6 a 7 millones de individuos infectados por
T. cruzi en el mundo, siendo México el pais endémico con el mayor niumero de
afectados por la ECh en América latina (Arnal et al., 2019). La gran diversidad
genética (6 DTU + Tc Bat), biologica, antigénica y geografica de sus cepas, junto
con la distinta respuesta inmune de las poblaciones humanas, dificulta el
serodiagnostico de la infeccion por T. cruzi en la actualidad (Almeida et al., 1997,
Aznar et al., 1997; Balouz et al., 2017; Berrizbeitia, 2013; Herreros-Cabello et al.,
2020; Lopez-Monteon et al., 2019; Meza et al., 2014; Rubio-Ortiz et al., 2020;
Zingales, 2018; Zingales & Bartholomeu, 2021). Esta problemética se ha observado
principalmente en la fase crénica de la enfermedad en donde T. cruzi es
primordialmente intracelular y su diagnéstico se basa en prueba seroldgicas para la
deteccion de anticuerpos contra el parasito. Hasta el momento no hay un estandar
de oro con una alta sensibilidad y especificidad, que ademas discrimine
eficientemente entre muestras positivas y negativas sin importar su origen
geografico. Actualmente no estan disponibles Kits diagnosticos conteniendo
antigenos del parésito representativos de todas sus cepas, dificultando la deteccién
de la infeccién en las poblaciones donde circulan cepas diferentes a las utilizadas
en su elaboracién. En este sentido, se ha propuesto la necesidad de contar con
pruebas serolégicas compuestas de un minimo de tres o mas antigenos diferentes
para desarrollar una herramienta diagnéstica adecuada (Angheben et al., 2019;
Candia-Puma et al., 2022; Castro-Sesquen et al., 2021; Lopez-Albizu et al., 2020;
Lozano et al., 2019; Moure et al., 2016; Schijman et al., 2021). También, se ha hecho
notar la importancia y necesidad de identificar nuevas biomoléculas antigénicas que
permitan el desarrollo de mejores herramientas diagnosticas (Camussone et al.,
2009; De Marchi et al., 2011; De Oliveira Mendes et al., 2013; Dopico et al., 2019;
Elisei et al., 2018; Marcipar et al., 2005; Marcipar & Lagier, 2012; Peverengo et al.,
2018). En consecuencia, considerando un contexto integral, se ha sugerido que el
control del vector, junto con un diagnéstico confiable y la aplicacion de un

tratamiento oportuno, representaria no solo una disminucion de la transmision del
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parasito, sino también un gran beneficio para las personas enfermas de la ECh y
para el sector salud (Arnal et al., 2019; Bartsch et al., 2018; Dopico et al., 2019).

En un trabajo previo, nuestro grupo aisld, y caracterizo molecular y biolégicamente
15 cepas del parasito de Oaxaca (Martinez-Cuevas, 2018), una zona altamente
endémica de la ECh en México, en donde ademas existe el mayor numero diferente
de especies del insecto vector y la presencia de diferentes DTUs. Por ensayos de
inmuoprecipitacion ligados a espectrometria de masas y secuenciacion, se
identificaron proteinas inmunogénicas de cepas locales del parasito. Estas cepas
del parasito aisladas y las proteinas antigénicas identificadas sirvieron de base para
el desarrollo del presente trabajo, con el objetivo de contribuir al repertorio de
antigenos utiles para el diagnéstico seroldgico de la enfermedad de Chagas. Para
ello utilizamos una estrategia para identificar y/o evaluar los antigenos candidato,
contemplado tres enfoques: 1) A través de herramientas bioinformaticas se
identificaron 28 péptidos antigénicos a partir de 23 proteinas antigénicas
identificadas previamente a partir de las cepas locales de T. cruzi, los cuales fueron
evaluados por ensayos de ELISA. 2) Realizamos una busqueda de péptidos
antigénicos a T. cruzi reportados en la literatura y los evaluamos también por la
técnica de ELISA. Y 3) Obtuvimos y evaluamos extractos totales de proteinas de
epimastigotes y tripomastigotes de cepas locales, utilizando el mismo abordaje
serologico de ELISA. Para ello, se utilizaron sueros caracterizados como positivos
y negativos al parasito, provenientes tanto de Oaxaca como de otras zonas

endémicas de México.

En el primer enfoque las 23 secuencias proteicas iniciales (Q4DJ00, Q4DX97,
Q4CY87, Q4DCWO, Q4E046, Q4D412, Q4E2A9 Q4E4WS, QACRX2, Q4CPFO,
Q4D9H3, Q4D7V1, Q4CQ28, Q4D2C9, Q4DC56, Q4DYC3, Q4CXJ6, Q4DLI2,
Q4E2E3, Q4CL09, Q4DAT6, Q4ES5H7 y Q4E2M9) usadas para la identificacion de
epitopos antigénicos, mostraron caracteristicas que las colocaba como candidatos
adecuados. Esto debido a que, entre ellas se encuentran proteinas de superficie del

pardsito con una importante participacion en la biologia del parasito y su interaccién
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con el hospedero, teniendo buenas probabilidades de ser reconocidas por el
sistema inmune. Algunas de estas se encuentran entre las siete principales familias
de proteinas de superficie del parasito, como: 1) Las mucinas, las cuales son
importantes en la proteccion del parasito, su infectividad y la modulacion de la
respuesta inmune del hospedero. 2) Las trans-sialidasas, que han sido utilizadas
para la clasificacion de los DTU por su similitud de secuencia, siendo algunas
proteinas antigénicas las utilizadas en kits diagnésticos como es SAPA (antigeno
de fase aguda eliminada). 3) La familia TcGP63 que por estar presentes en
Trypanosoma y Leishmania, podrian presentar reaccion cruzada en el diagnostico.
4) La familia de las amastinas, que participan en la adaptacion del parasito al vector
en la diferenciacién de T. cruzi. 5) La familia TCTASV (proteina rica en tripomastigote
alanina, serina y valina), las cuales pueden ubicarse en la superficie del parasito y/o
ser secretadas al medio, no contando con ortélogos en otros Tripanosomatidos. 6)
Proteinas de superficie asociadas a mucinas (MASP), las cuales tienen su expresion
preferente en los tripomastigotes sanguineos, siendo los antigenos mas abundantes
en la superficie del tripomastigotes metaciclico el cual es el estadio infeccioso, que
los coloca como antigenos blancos para ser usados en el diagnostico. 7)
Finalmente, la familia de cruzipaina que se expresan en los epimastigotes y
amastigotes en su superficie, mientras que en los tripomastigotes se encuentran en
la region de la bolsa flagelar; generando una fuerte respuesta inmune en individuos
infectados (Ferrdo et al., 2015; Mejia et al., 2004; Pech-Canul et al., 2017). Se
esperaba que al menos los péptidos identificados de las proteinas 2 llamada
2Q4D4I12 (Mucina), 3 llamada Q4E046 (Mucina), 4 llamada Q4E4W8 (MASP), 10
llamada Q4E2A9 (MASP) y 19 llamada Q4D9H3 (Trans-sialidasa) arrojaran buenos
resultados. Sin embargo, aun cuando varios de los péptidos provenientes de estas
proteinas fueron reconocidos por sueros positivos a T. cruzi provenientes de
Oaxaca, lo hicieron con baja eficiencia y por un nimero muy limitado de ellos.
Ademas, de que no fueron reconocidos con sueros de otras zonas de México. Se
ha reportado, el uso exitoso de péptidos sintéticos utilizando estrategias a gran
escala. En estos trabajos, usando espectrometria de masas y chip de péptidos como

micromatriz, se han identificado entre 457 a 22570 proteinas. De éstas mediante
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andlisis in silico de Lc B se han disefiado un ndmero tan grande de péptidos, que
requieren para su evaluacion metodologias como microarreglos y DOT-ELISA,
obteniendo un éxito en un rango del 0.01 al 21% (Bhattacharyya et al., 2010;
Carmona et al., 2012, 2015; De Oliveira Mendes et al., 2013; Elisei et al., 2018;
Mucci et al., 2017). Sin embargo, estas tecnologias a gran escala son de muy alto
costo lo que las hace inaccesibles para muchos laboratorios. Por ello una alternativa
fue aplicar un enfoque no comun aplicado con éxito en la deteccidn para Rickettsia
(95%), Ehrlichia (95%), virus de dengue (75%), Chikungunya (75%) y Zika (95%)
(comunicacion personal), utilizando el disefio in silico de péptidos del tamafio
deseado a partir de los epitopos identificados (Dzul-Rosado et al., 2020). Esta
estrategia considera los epitopos lineales obtenido en Lc B mas el analisis de Lc T,
mediante los servidores NETMCHII pan 4.0. De este modo se predicen los péptidos
de la clase MHCII considerando los alelos mas frecuentes en la poblacién mexicana,
aungue como nuestro objetivo era otro, no se realizaron ensayo de activacion de Lc
CD4 y CD8. Los resultados negativos indican varias posibilidades, como que esta
estrategia para el disefio de los péptidos no es util para el caso de T. cruzi, que las
proteinas candidato iniciales seleccionadas no fueron las adecuadas, o que la
estrategia usada para su seleccién de las proteinas iniciales no fue la correcta. Con
respecto a esto ultimo, los péptidos reportados en la literatura que evaluamos con
éxito en este trabajo fueron disefiados a partir de secuencias repetidas (Burns et al.,
1992; Houghton et al., 1999; Peralta et al., 1994). Por tanto, posiblemente este es
un factor que se podria considerar para la seleccion de las proteinas candidato

iniciales, en un trabajo futuro.

En cuanto al segundo enfoque, la seleccién de los péptidos reportados en la
literatura se hizo con base a que fueran péptidos lineales, analizados de manera
individual y que mostraran buenos resultados de sensibilidad (Tabla Apéndice 1).
A pesar de que se encontraron reportes de estos péptidos en tripéptidos
(PEP2/TcDI/ITcE /' S 99.6% y E 99.33%) (Houghton et al., 1999) o tetrapéptido
(PEP2/TcD/TcE/Lol.2 /| S 100% y E 92.5%) (Houghton et al., 2000) con mejores

niveles de sensibilidad y especificidad que en su forma individual (sensibilidad del
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93% al 99%) (Burns et al., 1992; Houghton et al., 1999; Peralta et al., 1994),
decidimos evaluarlos individuales para poderlos comparar con nuestros péptidos
mas facilmente. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los
péptidos TcE y PEP2 tienen un muy buen desempefio diagndstico con sueros de
todas las zonas endémicas de Meéxico, mientras que TcD no mostré6 buenos
resultados. El péptido TcE proviene de una proteina ribosomal (rTcE) de 35 kDa, la
cual fue identificada mediante el cribado de una biblioteca de expresion de cDNA
de T. cruzi. Este péptido contiene una secuencia repetida de 7 aminoécidos,
encontrdndose que son necesarias tres secuencias repetidas para actividad
completa (KAAIAPAKAAAAPAKAATAPA). Este péptido fue analizado mediante
ELISA con 240 sueros positivos, 35 sueros negativos a T. cruzi y 8 sueros de
personas con leishmaniasis, todos originarios de Brasil, encontrandose 99% de
sensibilidad en la deteccion (Houghton et al., 1999, 2000). En el caso de PEP2, este
péptido se obtuvo de una biblioteca de expresion de DNA, con sueros positivos a T.
cruzi provenientes de Argentina, Brasil y Chile (Ibafiez et al.,, 1988). La clona
obtenida presento la caracteristica de que el producto del gen contiene secuencias
repetidas en tdndem, a partir de las cuales se disefi6 a PEP2, el cual es una
secuencia peptidica de 22 aminoacidos (GDKPSPFGOAAAGDKPSPFGQA) que
representa dos repetidos de 12 aminoacidos (PSPFGQAAAG DK) de laclona 1y
10 aminoécidos del repetido encontrada en la clona dos. Este péptido fue analizado
con 35 sueros de personas con ECh, reportando una reactividad en el 91% de las
muestras (Vergara et al., 1991). Finalmente, TcD fue obtenido a partir de la
clonacion y expresion de una secuencia genética de un antigeno de T. cruzi que
codifica para una proteina inmunodominante de 260kDa conteniendo un epitopo
repetitivo. Esta secuencia es conservada en diversos aislados de tripomastigotes
de la cepa Tulahuen. Se analizé con sueros de 120 paciente chagasicos en fase
aguda, crénica o indeterminados provenientes de Brasil, Bolivia y Argentina, y 39
sueros de personas con leishmaniasis visceral o cutanea, tuberculosis, lepra y
malaria y 32 sueros negativos. Se reportd una deteccion de 96.7% (116 de 120)
sueros chagasicos positivos y solo el 3.3% de sueros negativos con falsos positivos

(Burns et al., 1992). Posteriormente, se analizé el reconocimiento de TcD y PEP2
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de manera individual como en combinacién, con 142 sueros positivos y 81 sueros
negativos a T. cruzi, y con otros 37 sueros de los cuales 23 eran de individuos con
leishmaniasis, 7 con tuberculosis y 7 con lepra, todos originarios de Brasil. Los
resultados mostraron una sensibilidad de 91.6% de PEP2, 93.8% TcD y del 99.4%
cuando se cambiaron (Peralta et al., 1994). En estos reportes, se observa que los
tres péptidos presentan en comun la presencia de secuencias repetidas en su
disefio y que fueron identificados a partir de secuencias de cepas del parasito y
sueros, provenientes de Sudamérica. En este sentido, hay reportes en que se ha
propuesto el uso de proteinas con secuencias repetidas en tandem, ya que
muestran una antigenicidad significativa (Goto et al., 2008). Por tanto, como se
menciond anteriormente, en trabajos futuros seria importante considerar el
identificar y evaluar péptidos antigénicos disefiados a partir de las proteinas
identificadas en los ensayos de inmunoprecipitacién, pero ahora en aquellas
conteniendo secuencias repetidas. Nuestros resultados también sugieren que
posiblemente las secuencias de TcE y PEP2 estén conservadas en algunas de las
cepas que circulan en México ya que, aunque obtuvimos resultados positivos, estos
no fueron al nivel de los encontrados en los trabajos realizados en Sudamérica
(Burns et al., 1992; Peralta et al., 1994; Vergara et al., 1991).

Por otro lado, también se busc6 un péptido que pudiera ser utilizado como control
negativo, el cual correspondio a DENV1
(LKATLLAVSGVYPMSIPATLFVWYFWQKKKQRS). Corresponde a un péptido de
33 aa disefiado a partir de una secuencia del Virus del dengue serotipo 1 NS2b en
la posicion 1445-1476 (Pefia Bates, 2021), disefiado con la misma estrategia que
los nuestros con muy buenos resultados para la deteccion de dengue y donado por
el laboratorio del Dr. Cesar Lugo Caballero. Al péptido se le realizé la busqueda de
secuencias homologas mediante el programa BLAST, sin encontrar proteinas
similares en T. cruzi, otros tripanosomatidos, ni algun otro organismo a excepcion
del Virus del dengue. Este péptido presento reconocimiento con 2 sueros positivos
y 3 sueros negativos a T. cruzi, lo cual podria deberse a que la personas podrian

tener antecedente de infeccidbn por dengue (una informacion con la que no
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contamos) al compartir zonas endémicas con T. cruzi. Sin embargo, considerando
que el numero de sueros evaluados fue mayor, consideramos que es un buen
péptido control, aunque seria necesario la busqueda de otros posibles controles

negativos para trabajos futuros.

Finalmente, en cuanto al tercer enfoque con extractos totales de proteinas de
epimastigotes y tripomastigotes de las cepas locales, se obtuvieron excelentes
resultados con un reconocimiento muy eficiente con los sueros positivos de las
diferentes zonas endémicas de México, donados por el INDRE. A este respecto cabe
sefalar que una de las pruebas que aplica el INDRE para el analisis de los sueros,
es el uso de una prueba casera con extractos totales de proteinas de 15 cepas del
parasito, obtenidas de diferentes estados de la Republica Mexicana. Los altos
niveles de reconocimiento que obtuvimos con las cepas locales, aisladas todas en
Oaxaca, apoyan nuestra propuesta de que estas cepas son representativas de las
qgue circulan en las diferentes zonas endémicas de la ECh en México. Y de que
Oaxaca es un buen modelo de estudio por su gran diversidad de especies de
vectores y de DTUs, presentes en su territorio. Se ha documentado que el uso de
extractos proteicos de epimastigotes locales presenta una mayor respuesta inmune
(Martinez-Pavetti et al.,, 2017). Pero también se ha propuesto, que seria mejor
utilizar extractos proteicos de tripomastigotes, por ser el estadio presente en el
mamifero (Almeida et al., 1997; Berrizbietia et al., 2004). Nuestros resultados
mostraron niveles iguales de especificidad (98%) con ambos extractos totales de
proteinas de epimastigotes y tripomastigotes, pero la sensibilidad fue mayor con
epimastigotes (100%) que con tripomastigotes (94%). Este resultado apoya la
hipotesis de que al compartir ambos estadios del parasito varias de sus proteinas
(Ferrdo et al., 2015; Mejia et al., 2004; Pech-Canul et al., 2017), es factible utilizar
los extractos proteicos de epimastigotes con fines diagndéstico, ya que ademas
brindan la ventaja de su facil cultivo. A este respecto, es importante mencionar que
este es el primer trabajo en que se compara experimentalmente el desempefio de
extractos totales de epimastigotes vs tripomastigotes, con sueros positivos y

negativos a T. cruzi. Posiblemente, debido a la imposibilidad de varios laboratorios
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para la obtencion de los tripomastigotes (forma no replicativa), al no contar con la
infraestructura y técnica necesarias (Almeida et al.,, 1997; Aznar et al., 1997;
Berrizbeitia, 2013; Berrizbeitia et al., 2006).

De manera interesante, se observaron niveles mayores de seropositividad al
parasito en muestras serolégicas provenientes del norte del pais, tanto en los
analisis del INDRE (Figura 23) como en los nuestros (Figuras 39 y 40). Y también,
una clara disminucion en la seropositividad desde el centro al sur del pais. Esto es
interesante porque ademas de las posibles diferencias en la respuesta inmune de
los pobladores entre esos lugares, también podria haber diferencias en los DTUs
de las cepas del paréasito circulantes y de las especies de vectores.
Desafortunadamente no se cuenta con mucha de esa informacion, que pudiera
permitir un analisis integral y georreferenciado. Esto sin duda muestra la necesidad
de realizar trabajos futuros encaminados en entender la contribucion de cada uno
de los componentes en la triada de la ECh (parasito, mamifero e insecto vector).
Por ejemplo, posiblemente del centro al sur de México predominen las cepas Tcl,
que producen bajos niveles de parasitos y anticuerpos. Lo que coincidiria con lo
observado en el diagnéstico de la infeccién de T. cruzi, en que se ha visto una mayor
dificultad en muestras provenientes desde las amazonas hasta México, en
comparacién con las muestras de Sudamérica, y que se ha sugerido se debe
posiblemente a la predominancia de cepas Tcl en esos lugares (Truyens et al.,
2021; World Health Organization, 2007; Zingales, 2018).

Los resultados del estudio contribuyen al desarrollo de nuevas herramientas
diagndsticas para la enfermedad de Chagas en México, mediante la identificacion y
evaluacion de péptidos antigénicos reportados y extractos de proteinas de cepas

locales del parasito.
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5. CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados del presente estudio contribuyen al desarrollo de
nuevas alternativas diagnosticas para la enfermedad de Chagas en México,
mediante la identificacion y evaluacion de antigenos derivados de cepas locales de
T. cruzi. Los extractos totales de proteinas de epimastigotes autdctonos, mostraron
ser una promisoria herramienta serologica, al reconocer de manera eficiente sueros
positivos provenientes de distintas regiones endémicas del pais, confirmando la
hipotesis del trabajo. Asimismo, los péptidos TcE y PEP2, reportados en la literatura,
validaron su potencial diagnostico, pero con menor sensibilidad y especificidad.

Sin embargo, se requiere continuar indagando en estrategias para la identificacion
de nuevos antigenos que permitan superar las limitantes impuestas por la diversidad
genética del parasito y por la variabilidad en la respuesta inmune entre las
poblaciones humanas. Los resultados sientan las bases para el desarrollo de
pruebas diagnosticas multiples y mas sensibles, acordes a las caracteristicas

epidemioldgicas de la enfermedad de Chagas en México.
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6. PERSPECTIVAS

Analizar las secuencias obtenidas de la inmunoprecipitacién en busca de

secuencias repetidas para el disefio de nuevos péptidos.
Diseflar una prueba rapida con los extractos totales de proteinas de
epimastigotes, asi como realizar la validacion en estudio epidemiolégico en

poblacién abierta.

Combinar TcE y PEP2 con otros antigenos para evaluar si existe un mejor

reconocimiento entre sueros positivos y negativos.

Obtener las proteinas recombinantes 6 (Q4CXJ6) y 15 (Q4E2M9) para

analizar su reconocimiento entre sueros positivos y negativos a T. cruzi.

Analizar los extractos totales de proteinas de epimastigotes locales con

sueros de otros paises endémicos de la ECh de Latinoamérica.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Péptidos antigénicos candidatos que cumplen con todos

los criterios durante en analisis in silico.

El analisis in silico para identificar los péptidos candidatos arrojo 50 péptidos que

cumplian con todas las caracteristicas mencionadas en la metodologia (Tabla 10),

de estos péptidos se seleccionaron 28 que contaban con las mejores caracteristicas

y valores para realizar su analisis con los sueros positivos y negativos a T. cruzi.

Tabla 10. Cincuenta péptidos candidatos identificados mediante andlisis in silico.
., g Tamaino
proItIZina Proteina P;::‘ Si::i:::n Pc:::lon Péptido Nucleo ,de.l Alelos
péptido
3 Q4E046 106 123 SIEEPIEHVKTVTSNEHD IEHVKTVTS 18 17
4 Q4E4WS 118 133 ASPLPSSSSAASALQG PSSSSAASA 16 6
4 Q4E4AWS 138 154 SPGAAPESVKPPQTDPY PESVKPPQT 17 5
4 Q4E4WS 194 208 RPAVNATSIPTATQG VNATSIPTA 15 5
5 Q4DYC3 225 239 KEMIKSVMPPPSSAA IKSVMPPPS 15 5
6 Q4CXI6 129 146 QHFPQISRSLTDPRATVR SRSLTDPRA 18 4
6 Q4CXI6 255 273 VTKPLRPVEDMPFAKDLKY | LRPVEDMPF 19 6
8 Q4DX97 63 77 AEGPRILSIDSSSSP ILSIDSSSS 15 3
8 Q4DX97 180 199 VKEGSVTVLKGDVTHESPPT | LKGDVTHES 20 9
8 Q4DX97 237 253 CSYLGFAYDTADRAIFD FAYDTADRA 17 12
8 Q4DX97 125 142 KQTDRVLQYVRDKINRHN LQYVRDKIN 18 7
9 Q4DJ00 148 164 DTAIVQAVIPPLPEEEL IVQAVIPPL 17 7
10 Q4E2A9 30 47 AEVVEIPAGGKGAVGSTG PAGGKGAVG 18 5
11 Q4CQ28 317 331 VAMDYVYQQSRNMRR YVYQQSRNM 15 9
11 Q4CQ28 19 33 GEDVRADYSVQLATT VRADYSVQL 15 6
12 Q4DAT6 78 94 CVLEPVSDDDIAAYDGT PVSDDDIAA 17 3
12 Q4DAT6 432 449 PGSSPFGAGASAGASAGA PFGAGASAG 18 6
12 Q4DAT6 441 461 ASAGASAGATSHADAHHSDEL | ASAGATSHA 21 6
13 Q4CRX2 450 467 STAATVADGISHTVWGGT VADGISHTV 18 10
13 Q4CRX2 131 146 SESVEGAAQALFIRQY EGAAQALFI 16 5
13 Q4CRX2 297 314 QLEDDVRLSSIPREDVTE VRLSSIPRE 18 6
13 Q4CRX2 378 395 SAPAAESGPAVPSAPADP AESGPAVPS 18 6
14 Q4E5H7 406 420 GAEYHEYQTNATLLA YHEYQTNAT 15 6
15 Q4E2M9 10 27 TVHLNESNAAPANTSMAV LNESNAAPA 18 7
16 Q4DC56 123 137 FRRYARWVEENVSFD YARWVEENV 15 4
16 Q4DC56 158 174 AHFMYEEGVVEIVASEH YEEGVVEIV 17 7
17 Q4E2E3 25 39 VPLTQAGGPSVVSRA TQAGGPSVV 15 2
17 Q4E2E3 238 253 NERTLVPAASTVLSRP LVPAASTVL 16 3
18 Q4DLI2 302 318 PGIYGVVTMPYGVREGI IYGVVTMPY 17 5
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18 Q4DLI2 94 109 HRYGPNSFKLHRLPLP PNSFKLHRL 16 5
18 Q4DLI2 436 453 LQTKIYDAFSHPQFQTDV FSHPQFQTD 18 10
19 Q4D9H3 36 51 ESVELFTPGKTSLSDE FTPGKTSLS 16

19 Q4D9H3 584 599 GPQKIAWELGKAYRVV WELGKAYRV 16

19 Q4D9H3 676 691 YDHCFSATEVEAMEKT FSATEVEAM 16

19 Q4D9H3 707 722 ATRPPQDVSVDRETSS PQDVSVDRE 16

20 Q4D2C9 303 320 RADVPIRSTKALRIRARV IRSTKALRI 18 26
21 Q4DCWO 408 425 PQVSVSSFAEVTAAPSEF VSVSSFAEV 18 10
21 Q4DCWO 19 33 TMSVADGGVTFSASS VADGGVTFS 15 9
21 Q4DCWO 28 47 TFSASSYSFRRASTAAATTS FRRASTAAA 20 15
22 Q4Cys7 16 33 FSAQRSPASVLEDPLAQQ PASVLEDPL 18 7
22 Q4CY87 396 410 VAHQNAGDVAIEVKD QNAGDVAIE 15 4
22 Q4Cys7 412 429 PRILVDQSSPHADGHSVL LVDQSSPHA 18 5
23 Q4D7v1 417 432 LLAIRYVQNPLDSVNC IRYVQNPLD 16 9
23 Q4D7v1 1689 1705 RRQIKYDMSSSLVASVT YDMSSSLVA 17 6
23 Q4D7v1 3942 3957 NGGHVAVTNANKSQYV VAVTNANKS 16 7
23 Q4D7v1 114 130 DDGAGAAAAATAGHLSL AGAAAAATA 17 8
23 Q4D7v1 283 302 HERFLQRTLRGGTSQIDPVP LRGGTSQID 20 6
23 Q4D7v1 3935 3952 QETELVPNGGHVAVTNAN PNGGHVAVT 18 5
23 Q4D7v1 3499 3518 TAMGPGAVTLSGVAATTGVD TLSGVAATT 20 6

Nucleo: Epitopo con potencial reconocimiento de T. cruzi
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8. ANEXOS

Articulos publicados:
1. Rubio-Ortiz M, Hernandez-Lopez LA, Pérez-Galicia A, Guzman-Bracho C,
Martinez-Calvillo S, Manning-Cela RG. Diagnéstico de la infeccion con
Trypanosoma cruzi: Avancesy retos. Rev Médica la Univ Veracruzana. 2020;

7-27

Premios

Primer lugar en el 6° Congreso Internacional de Vectores (Hemiptera, Reduviidae,
Triatominae) y de Trypanosoma cruzi: Panorama actual y expectativas por la
ponencia del trabajo “Analysis of total epimastigote and trypomastigote extracts of
autochthonous T. cruzi strains with sera from individuals from the same endemic

areas.”
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