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Resumen

La enfermedad de Chagas es una enfermedad zoondética, parasitaria, sistémica y
cronica causada por Trypanosoma cruzi con una incidencia anual de 30.000 casos
nuevos y alrededor de 12.000 muertes, afectando principalmente a regiones
marginadas de América Latina. Debido a la baja eficacia de la terapia farmacoldgica
disponible se han propuesto vacunas basadas en antigenos recombinantes como un
nuevo tratamiento complementario. Un antigeno prometedor es el Antigeno de
Superficie Trypomastigote-1 (TSA-1), una proteina de T. cruzi involucrada en el
proceso infeccioso que ha demostrado reducir la parasitemia después de su
inmunizacién en modelos animales. Sin embargo, la produccion recombinante de TSA-

1 enE. colies en cuerpos de inclusion, requiriendo un paso de replegamiento adicional.

Estudios previos han demostrado que TSA-1 tiene cinco epitopos conservados entre
las Unidades Discretas de Tipificacion (DTU’s) de T. cruzi que pueden inducir una
respuesta inmunoldgica de los linfocitos T citotoxicos. Ademas, se ha propuesto el uso
de un andamiaje molecular soluble como un enfoque novedoso para lograr la
expresion soluble de dos epitopos TSA-1. Este proyecto tiene como objetivo expresar
proteinas quiméricas que contienen tres y cuatro epitopos TSA-1 en los bucles L2, L4

y L6 de la chagasina, un inhibidor endégeno de cistein-proteasas de T. cruzi.

El disefio implicé la mutacion de aminoacidos expuestos hidrofébicos en la superficie
de la chagasina, seguida de una prediccion in silico de la solubilidad y la propensiéon a
la agregacion de 180 posibles quimeras empleando su estructura 3D predicha. Las
dos quimeras mas prometedoras de tres y cuatro epitopos se seleccionaron, clonaron
y expresaron en Escherichia coli, algunas de ellas se fusionaron a la etiqueta de
solubilidad: Proteina de Unién a Maltosa (MBP). Las proteinas recombinantes se
reconocieron mediante inmunoensayos y se eligié una quimera para su escalamiento

en biorreactor de 2L, seguido de su purificacion por métodos cromatograficos.



Abstract

Chagas disease is a zoonotic, parasitic, systemic, and chronic disease caused by
Trypanosoma cruzi with an annual incidence of 30,000 new cases and around 12,000
deaths, affecting mainly marginated regions in Latin-America. Due to the low efficacy
of the available drug-based therapy, vaccines based on recombinant antigens have
been proposed as a novel complementary treatment. One promising antigen is
Trypomastigote Surface Antigen-1 (TSA-1), a protein of T. cruzi involved in the infective
process that has been demonstrated to reduce parasitemia after its immunization in
animal models. However, the recombinant production of TSA-1 in E. coli is as inclusion

bodies, requiring an extra refolding step.

Previous studies have shown that TSA-1 has five conserved epitopes among the T.
cruzi Discrete Typification Units (DTU’s) that can induce an immunological response
of cytotoxic T-lymphocytes. Also, the use of a soluble molecular scaffold has been
proposed as a novel approach to achieve the soluble expression of two TSA-1
epitopes. This project aims to express chimeric proteins containing three and four TSA-
1 epitopes in the loops L2, L4, and L6 of the chagasina, an endogenous inhibitor of

cysteine-protease of T. cruzi.

The design involved the mutation of hydrophobic exposed amino acids on the chagasin
surface, followed by in silico prediction of solubility and aggregation propensity of 180
possible chimeras employing their predicted 3D structure. The two most promising
chimeras of three and four epitopes were selected, cloned, and expressed in
Escherichia coli, some of them were fused to the solubility tag: Maltose Binding Protein
(MBP). recombinant proteins were recognized by immunoassays and one chimera was

chosen for scale-up in a 2L bioreactor followed by purification.
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Antecedentes

Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis americana es
una enfermedad zoondtica, parasitaria, sistémica y cronica causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad es endémica de 21 paises de Latinoamérica,
con una incidencia anual promedio de 30,000 nuevos casos y cerca de 12,000
muertes. Las estadisticas indican incidencias principalmente en paises en vias de
desarrollo, por lo que en el 2015 la organizacion mundial de la salud (OMS) y la
organizacion panamericana de la salud (OPS) la han denominado enfermedad tropical

desatendida.

El agente etiologico de la enfermedad es un protista flagelado con dimensiones
variables de entre 2 a 30 um dependiendo del estadio morfologico y etapa de su ciclo
de vida, comparte caracteristicas moleculares con procariotas y eucariotas, exhibe
amplia variacion antigénica ademas de reproduccién tanto sexual como asexual (Berry
et al., 2019; Jansen et al., 2020).

Este parasito es transmitido principalmente por via vectorial a través de insectos
hematéfagos de la subfamilia Triatominae, conocidos cominmente como chinche
besucona; la enfermedad, dada la infeccién, puede causar trastornos irreversibles en

el sistema nervioso, digestivo y alteraciones cardiacas (Rassi et al., 2017).

A inicios del siglo XX dentro de la investigacion relacionada a la malaria, el médico
Carlos J. Ribeiro da Chagas observo particularidades clinicas en comunidades rurales
de Brasil, asi como una distintiva invasion de insectos hematéfagos a viviendas
humanas. Al realizar autopsias a casos cronicos, analisis hematoldgicos y examinar
el intestino de los insectos descubrié al mismo parasito en diferentes etapas de
transmision, de esta manera y a través de experimentacion logré reproducir procesos
de infeccidn en pequefios animales. Fue entonces entre 1908 y 1911, que describid y
reportd detalladamente el ciclo de vida de T. cruzi y la sintomatologia presente en el
huésped (Chagas, 1909; Lewinsohn, 1979).
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Las principales complicaciones clinicas observadas por Carlos Chagas fueron
alteraciones cardiacas y del sistema nervioso. Actualmente se estima que el 50% de
los casos son asintomaticos, mientras que la sintomatologia comun en la fase aguda
consiste en dolor de cabeza, muscular y abdominal, fiebre y dificultad para respirar.
Por otro lado, en la fase crénica los parasitos se localizan en musculo cardiaco y
digestivo, lo que aumenta la lo que aumenta la posibilidad de sufrir trastornos

cardiacos, nerviosos y hasta muerte subita (INSP, 2021).

La infeccidon por T. cruzi es enzodtica en diversos animales, tanto vertebrados como
invertebrados. Entre estos, los insectos hemat6fagos de la familia Triatominae son los
principales transmisores del parasito, de amplia variedad de especies, estos insectos
logran formar colonias de hasta 1000 individuos y, debido a su notable capacidad de
adaptacién a distintos ecotopos, el control de su poblacion se ha convertido en el
método principal en los esfuerzos para reducir la propagacion de la enfermedad
(Guarneri y Lorenzo, 2021).

La complejidad del ciclo de vida se atribuye a diversos mecanismos de diferenciacion
celular que ejecuta dependiendo del huésped que habite (Figura 1). El insecto
succiona sangre de la piel del vertebrado incrustando su probdscide, accidén que dura
alrededor de 20 minutos durante la noche. Simultdneamente, excreta cerca al sitio de
la picadura liberando dentro de las heces la forma infecciosa del parasito
(tripomastigote metaciclico), para finalmente por accién mecanica entrar en contacto

con la herida o0 mucosas y penetrar en diferentes tejidos del mamifero.

Después de la invasion al huésped, el tripomastigote metaciclico ingresa a la célula a
través de una vacuola parasitofora (PV), de la cual puede escapar, transformarse en
amastigote y multiplicarse en el citosol, posteriormente realiza division binaria y se
diferencia de nuevo a tripomastigote movil, liberandose mediante lisis a la célula

huésped e infectando consecuentemente células aledafnas, puede ademas migrar a
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diferentes tejidos o ser ingeridas nuevamente por algun insecto vector cerrando asi el
ciclo (Moretti et al., 2019).

Ademas de la clasica ruta de infeccidén por el vector via cutanea, se han reportado
nuevos mecanismos, como la transmision via transfusidbn sanguinea, transmision
congénita, transmision oral e incluso accidentes de laboratorio. La frecuencia y
probabilidad del mecanismo de transmisién dependen de la zona geografica,
condiciones ambientales y del sistema sanitario (Pérez et al., 2009; De Noya et al.,
2015).

Esta enfermedad zoondtica es considerada en México un problema de salud publica.
Dos terceras partes del territorio poseen condiciones para la transmision vectorial, con
un estimado de 1.1 millones de personas infectadas hasta el 2018 y 8 géneros y 31
especies de triatoma descritos, y debido al movimiento poblacional hay presencia de
pacientes chagéasicos en Estados Unidos, Canada y Europa (Figura 2), convirtiéndose
en un problema de salud global, (Rojo et al., 2018; Abras et al., 2022).

Tratamiento

Durante los ultimos 50 afios el Unico tratamiento ante la infeccién ha sido basado en
farmacos, con una limitada disponibilidad de dos compuestos nitro-heterociclicos
(benznidazol y nifurtimox). Ambos presentan su mayor efectividad cuando son
administrados durante las primeras semanas tras la infeccién, sin embargo, no son
considerados adecuados debido a su hepatotoxicidad, alta tasa de inefectividad (10-
30%), desarrollo de resistencia por T. cruzi, e indeseados efectos secundarios en hasta
el 90% de los pacientes (Beltran et al., 2022).

Asi mismo, dentro de los esfuerzos por mitigar, controlar y eliminar la enfermedad de
Chagas, desde la primera mitad del siglo pasado se ha estudiado experimentalmente
la protecciéon por inmunizacion, empleando mdltiples tipos de inmundgenos, desde
parasitos muertos/atenuados hasta proteinas recombinantes (Dumonteil et al., 2012;
Rodriguez et al., 2015).

13
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Sangenito et al., 2020).
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Experimentos en animales de laboratorio (ratones y perros) (Sanchez et al., 2007;
Quijano et al., 2013) y recientemente en macacos (Dumonteil et al., 2020; Dumonteil
et al., 2023) han demostrado que los antigenos proteicos Tc24 y TSA-1 inducen una
respuesta inmune protectora, reduciendo la parasitemia. Ambos antigenos se
producen de manera recombinante con buenos rendimientos en E. coli, sin embargo,
TSA-1 solo se expresa en cuerpos de inclusion, por lo que para su empleo en ensayos
como candidato a antigeno vacunal se establecio una etapa de replegamiento
cromatografico, no obstante, estos procedimientos representan un reto para el
escalamiento en la bioproduccion de este antigeno vacunal (Villanueva et al., 2018;
De la cruz et al., 2019).

Trypomastigote Surface Antigen-1 (TSA-1)

Es una proteina periférica de membrana de 85 kDa anclada mediante unién covalente
a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI anchor), pertenece a la familia de las transialidasas y
aunque carece de actividad, esta involucrada en mecanismos de evasién al sistema

inmune del hospedero (Figura 3).

Especificamente la porcibn amino-terminal de TSA-1 de 65 kDa (Figura 4) es la que
ha demostrado a través de inmunizacion y formulacion de adyuvantes brindar
proteccién inmune, reduccion de la parasitemia, efectividad y control en la infeccién en
modelos murinos, (De la cruz et al., 2019). Sin embargo, el gen codificante para esta
proteina presenta variabilidad dentro de linajes de T. cruzi en Latinoamérica, es asi
como Knight y colaboradores han localizado 5 epitopos peptidicos dentro del extremo
amino-terminal, de entre 9 y 10 aminoacidos (Figura 4), que han indicado ser altamente
antigénicos y conservados dentro de 6 linajes de importancia clinica de Latinoamérica
(2014).
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Por lo tanto, con el objetivo de evitar etapas de replegamiento de la molécula completa,
una alternativa presentada es producir estos epitopos conservados de TSA-1
fusionados a una segunda proteina con caracteristicas favorables como expresion de
forma soluble y en altos rendimientos en E. coli, considerando que la procedencia sea
igualmente de T. cruzi, esto con el fin de evitar redireccionamiento en la respuesta

inmune.

Ademas de altos niveles de expresion, uno de los principales requerimientos de
produccion de proteinas recombinantes es evitar la formacion de cuerpos de inclusion,
pues la solubilidad es un requerimiento farmacéutico, demostrado que los antigenos
en forma soluble presentan distintas propiedades inmunolégicas en comparacion a los
antigenos en agregacion, como la activacion de distintas vias, diferentes respuestas
de sefalizacion, tiempos de procesamiento y cambios en la eficiencia, en
consecuencia, el correcto plegamiento y la solubilidad es un objetivo de amplia

relevancia en el disefio de vacunas (Snapper, 2018).
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deteccidon por el sistema inmune, permitiendo su supervivencia (Modificado de da
Costa et al., 2021).
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Figura 4. Extremo amino-terminal de TSA-1 (65 kDa), marcando de color morado
los sitios donde se encuentran los 5 epitopos y su respectiva secuencia aminoacidica.
Los aminoacidos de color verde forman parte de las regiones favorables y las
posiciones de anclaje corresponden al sitio de unién al MHC (Modificado de Knight et
al., 2014).
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Chagasina como andamio molecular

La chagasina es una proteina enddgena inhibidora de cistein-proteasas de T. cruzi
que modula la diferenciacion celular y la invasion a células de mamifero (Santos et al.,
2005), se localiza junto a la cruzipaina y carboxipeptidasas en los reservosomas
(estructuras similares a lisosomas) principalmente durante el estadio de epimastigote,
sin embargo, también es expresada en el resto de los estadios morfolégicos del ciclo
de vida (Santos et al., 2014).

Estructuralmente estd compuesta por 110 aminoéacidos, ocho laminas beta y una
pequefia alfa hélice 310 (Figura 5). Los giros son menos convergentes que las laminas
beta o el alpha hélice, de tal forma que estos giros estructurales se presentan
expuestos, interaccionando con el medio, lo que proporciona accesibilidad al sitio

activo inhibidor de proteasas, localizado en el giro L2 (Salmon et al., 2006).

Esta proteina ha sido previamente propuesta y empleada como andamio molecular
para la expresion de epitopos de TSA-1. En estos estudios lograron obtener proteinas
qguiméricas al insertar 2 0 3 epitopos en los giros L4 y L6, con diferentes niveles de
expresion tanto en rendimiento como en solubilidad (Rodriguez Gavaldon, 2021;
Cérdenas et al., 2024), Sin embargo, se desconoce si es posible insertar epitopos en
el giro L2 de la chagasina, por lo que en este trabajo se propone generar quimeras de
la chagasina mediante la insercién de hasta 4 epitopos de TSA-1 en los giros L2, L4y
L6, analizarlas por métodos bioinformaticos, seleccionar las cuatro con mejor score de
solubilidad libres o fusionadas a promotores de solubilidad como la MBP (Sun et al.,
2011).
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MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKES PNESMFTVENKYFPPDSKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN

Figura 5. Chagasina de T. cruzi, Estructura terciaria, secundaria y primaria, giro L2
(amarillo), giro L4 (cian) y giro L6 (naranja). Elaborada en UCSF ChimeraX.
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Estrategias en la expresion soluble de proteinas heterélogas

La rapidez, facilidad y economia son caracteristicas del empleo de Escherichia coli
como plataforma de expresion de proteinas heterélogas, sin embargo, este organismo
modelo presenta desventajas con los modelos eucariontes en la expresion soluble de

proteinas complejas (Tabla 1) (Reena et al., 2016).

Es asi como por su versatilidad se han expresado antigenos vacunales proteinicos en
este organismo procariota (Tabla 2), obteniendo resultados prometedores en la
produccion de candidatos inmunizantes provenientes de virus, bacterias y
protozoarios. Estrategias adicionales se han propuesto en los esfuerzos de expresar
proteinas solubles en E. coli, como los parametros de fermentacion, co-expresion de
chaperones, mutaciones dirigidas, selecciébn de promotores y fusibn a tags de

solubilidad.

Esta ultima ha mostrado prometedores resultados por lo que se han disefiado sistemas
de expresion que brindan asistencia en procesos de transporte, secrecion y
purificacion a través de la fusién de tags tanto en el extremo amino como carboxilo
(Goulas et al., 2014). Entre estos tags, se encuentran las proteinas de fusion MBP
(proteina de union a maltosa) y SUMO (pequefio modificador semejante a ubiquitina),
los cuales han sido reportados como elementos que incrementan la expresion soluble
de la proteina (Kuo et al., 2014; Guerrero et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhou et al.,
2022). Ademés, es posible remover estos tags mediante sitios especificos a
proteasas, proceso necesario en caso de inmunizacion, ya que se evitan interacciones

inmunogeénicas inespecificas.

Asimismo, el sistema pCri ya se ha empleado en la expresion de antigenos vacunales
no glicosilados en E. coli; Nufiez y colaboradores expresaron regiones del RBD de la
proteina Spike del SARS Cov-2, empleando el vector pCrilla con el objetivo de

incrementa la expresiéon en forma soluble (2021).

Por otra parte, como parte del disefio in silico de proteinas quimeéricas con enfoque en

expresion soluble, es posible aplicar algoritmos para, a partir de la composiciéon
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aminoacidica, estructura, posicion e interaccion de atomos, predecir e inferir la

susceptibilidad de agregacion y solubilidad. Es posible acceder y hacer uso de estos

algoritmos mediante servidores en linea, algunos de estos se muestran en la tabla 3.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de E. coli como sistema de expresién.

Ventajas Desventajas
Tiempo corto de duplicacion No realiza procesamiento de intrones
Capacidad de operar fermentacion en continuo Cdédigo genético diferente al estandar
Bajo costo Carencia de MPT
Facil manejo Posible plegamiento incorrecto de proteinas
Gran variedad de vectores con diferentes tags Incapaz de sintetizar puentes disulfuro
Multiples cepas optimizadas y especializadas Acumulacion de endotoxinas

Tabla 2. Antigenos vacunales no glicosilados expresados en E. coli

Candidato a vacuna Proteina heterdloga ) _ .
, Agente infeccioso: Referencia
para: (Antigeno)
Tripanosomiasis ) )
i Tc-24 Trypanosoma cruzi Villanueva et al., 2023
americana
Disenteria amebiana Multiepitopo Entamoeba histolytica Chatterjee et al., 2023
Multiepitopo de
Filariasis linfatica i P p Wuchereria bancrofti Gorai et al.,, 2022
tiorredoxina

Leishmaniasis visceral Multiepitopo Leishmania donovani Yadav et al., 2020

) Multiepitopo de la .
Toxoplasmosis Toxoplasma gondii

proteina MRS

Dodangeh et al., 2021

Tabla 3. Servidores para la prediccion de solubilidad de proteinas.

Rango de score:

Servidor Basado en: Referencia
Insoluble Soluble
SoDOPE Secuencia de aa. 0 1 Bhandari et al., 2020
Protein-Sol Secuencia de aa. 0 1 Hebdich et al., 2017
SOlart Estructura 3D 0 130 Hou et al., 2020
Aggrescan3D Estructura 3D >0 <0 Kuriata et al., 2019
CamSol Estructura 3D <1 >1 Sormanni et al., 2015
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Justificacion

Los datos epidemiolégicos de la tripanosomiasis americana estiman de 8 a 11 millones
de casos, cifra que aumenta cada afio. Ademas, la deteccion de pacientes en regiones
no endémicas ha catalogado a la enfermedad como problema de salud global, por lo
que evitar la propagacion y aumentar la eficiencia en el tratamiento son objetivos
actuales del sistema sanitario, acciones que se complican al ser clasificada como
enfermedad tropical desatendida (OMS, 2015; CDC, 2016).

El tratamiento farmacologico para las etapas cronicas presenta limitaciones
significativas, como baja efectividad e indeseados efectos secundarios, por lo que
actualmente, ante ninguna vacuna aprobada, la inmunizacion se presenta como una
estrategia prometedora, asi, el desarrollar y/o presentar nuevos antigenos permitiria
aumentar la probabilidad y tasa de recuperacién, ademas de disminuir los niveles de

mortalidad.

Dentro de los candidatos, los antigenos proteicos se deben identificar por ser, solubles,
seguros e inmunogénicos, por lo que disefiar y expresar una molécula quimérica
multiepitopo aseguraria la exposicion de epitopos y minimizaria la propensiéon a

agregacion, consiguiendo una adecuada defensa inmunitaria.

Se propone emplear la chagasina como andamio molecular y sustituir los giros
estructurales por epitopos conservados de TSA-1 con el propdsito de expresar en
conjunto la mayoria de estos, encontrar la configuracion mas soluble, y evitar

expresiones en cuerpos de inclusion.

En términos de productividad, el poder expresar estos antigenos solubles no
glicosilados en E. coli, y evitar etapas adicionales de replegamiento permitira
establecer un sistema atractivo de biomanofactura, dadas sus ventajas en costos,

manipulacion y rapidez.
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Hipotesis
e La aplicacién de estrategias como el disefio in silico, la fusiébn a tags y las

mutaciones dirigidas, individualmente o combinadas, facilitaran la expresion en

forma soluble de quimeras de chagasina con 3 0 4 epitopos de TSA-1 en E. coli.

Objetivos

Objetivo general

e Producir quimeras solubles de chagasina con tres 0 mas epitopos de TSA-1

mediante su disefio in silico y expresion fusionada a MBP en E. coli.
Objetivos especificos

+ Disefar, sublconar y expresar mutantes de Chagasina para incrementar

solubilidad y estabilidad, con la finalidad de aplicarlas en las quimeras.

* Realizar andlisis bioinformatico para la prediccion de solubilidad en la fusion de
3 0 més epitopos de TSA-1 en los giros L2, L4 y L6 de la chagasina para
seleccionar dos quimeras con cuatro y dos quimeras con tres epitopos de TSA-
1.

* Subclonar y expresar en E. coli la secuencia ORF de las quimeras

seleccionadas en el sistema pCri que emplean tags de fusion.

» Purificar las quimeras seleccionadas por métodos cromatogréficos.
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Materiales y metodos

Estrategia experimental

Mutantes de Analisis in silico Clonacién y » Termo-
) . . ) Purificacion 0
chagasina Seleccién de mutaciones expresion estabilidad
IMAC
Aggrescan3D - AlphaFold2 Thermal-shift
. Formacion y prediccion de Seleccion de Clonacién y e Inmuno-
Quimeras i ) , Purificacion .
solubilidad guimeras expresion deteccion
o IMAC - IEX - SEC .
Aggrescan3D, CamSel y F. coliBL21 Western-blot
AlphaFold2

Modificaciones a la chagasina paraincrementar su solubilidad

A través del servidor web de Aggrescan3D se realizé un analisis de mutacion asistida
a residuos de la chagasina. La estructura empleada corresponde al codigo PDB: 2HTW
y se aplico la funcién de la herramienta denominada: mejora de solubilidad. A su vez,
se indico la exclusion en el analisis de los aminoacidos que constituyen a los giros L2,
L4y L6.

El andlisis proporciona los 10 residuos susceptibles a causar agregacion, indicando
ademas los aminodcidos sustituyentes recomendados, el efecto energético y el cambio

de score de solubilidad de cada posible mutacion.

De los sitios con mayor significancia en el cambio de score de solubilidad se predijo la
estructura 3D (AlphaFold2) de mutaciones sencillas y dobles, para posteriormente
predecir su propension a agregacion y su solubilidad con la herramienta del servidor

Aggrescan3D y su solubilidad con CamSaol.
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Disefio in silico de quimeras

Sustitucion de epitopos en giros L2, L4y L6

En la formacion de quimeras de 4 epitopos, se sustituyo el giro L4 por dos epitopos,
ya que el homdélogo inhibidor de cistein-proteasas procedente de Trypanosoma brucei
(UNIPROT: Q57YP6) tiene alta semejanza estructural a la chagasina y posee un giro

L4 compuesto por 20 aminoacidos (Figura 6).

Los elementos empleados para la formacién de las quimeras son las siguientes

secuencias de aminoacidos:

Chagasina (niumero de acceso UniProtkKB: Q966X9):

MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVEN
KYFPPDSKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDGSERFTVYLKA
N

Epitopos de TSA-1:

e
g W N -
Il
H e oH X
HBH << B
KoHdEH
nKHEO"Y
Oz M@z
o<
> 23 H
HHHBEUO
T H<SH

L

Linker: GsGs (Empleado en la formacion de quimeras con dos epitopos en el giro

L4).

La formacién de las quimeras de 3 epitopos involucré los sitios posibles: giro L2, L4y
L6, mientras que las quimeras de 4 epitopos los sitios: giro L2, L6 y dos en L4, con 5
secuencias sustituyentes para ambos. Se realizaron las permutaciones

correspondientes generando asi todas las posibles secuencias quiméricas.

Se programé un cédigo empleando Python 3.0, y mediante paquetes de iteracion en
bucle y las secuencias como entradas de texto, se formaron las secuencias de las 120
guimeras de 4 epitopos y las 60 quimeras de 3 epitopos en formato FASTA (c6digo en

apéndice A).
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81 3 B2 83 (12) B4 L3 85

T.cruzi Dm28c  ..... HSHKI}:KAHNGATL AVGELIEIQLPSNPTT AWYFEGGTK.ISPNIS'FTVENKYF 58

T.cruzi CLBremer ..... MSHKMTKAHNGATLEMAVGELMEIQLPSNPTTGEAWFFEGGTK . ESPNESMFTVENKYF 58

T.brucei ....MSHNLFTEEDNNKTHRHMVEGETF TIELKSNPTTGYTWLRSGLAG. TELSBCTFANQSKEN 59
Ly 36 B7 L6 B8

T.cruzi Dm28c  PPDSK......... LEGAGCEEHFHVTVKAAGTHARNLTYMRPWTGPSHESERFTIYLKAN 110

T.cruzi CLBrener PPDSK......... LEGAGGEEHFHVTVKVAGTHAMNLTYMRPWAGPSHESERFIMYLKAN 110

T.brucei NRAPHDNHKNHRRLLVGAGGEMVEEVEALKPGKHTESLAYGRPWVGFNAAAKREINNHMEAT 120

All Match Residues | Conserved Residues |~ Similar Residues [}
Figura 6. Inhibidora de cistein-proteasas de Trypanosoma brucei Estructura
tridimensional marcando los 20 aminoacidos que conforman el giro L4, y el

alineamiento con la chagasina de T. cruzi. Estructura elaborada por AlphaFold2 y
acondicionada en UCSF ChimeraX. Alineamiento tomado de Figuereido et al., 2007.
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Obtencién de estructura 3D por AlphaFold2

Para la obtencion de la prediccion de solubilidad en algunos servidores y emplear sus
respectivos algoritmos es necesaria la estructura 3D en formato PDB, por lo que se
realizo la prediccion de éstas, a todas las 180 secuencias aminoacidicas de las
quimeras, se accedio a AlphaFold2 desde UCSF ChimeraX version 1.5 2022, y a
través de la maquina virtual de Google Colab, y del software Colafold, el cual usa y
combina MMseqs2 con AlphaFold2 (Mirdita et al., 2022).

Prediccion de solubilidad de quimeras por servidores
Se realizé la prediccion de solubilidad empleando la secuencia aminoacidica de las

180 quimeras mediante los servidores:

e So0DOPE (Soluble Domain for Protein Expression) v2020 update.

e Protein-Sol - Warwicker and Curtis Groups v2018.

El algoritmo de Protein-Sol, se ejecutd localmente en la terminal en Ubuntu version
22.04.1 LTS

La determinacion de score de solubilidad mediante estructura 3D de las 180 quimeras

se realiz6 en los servidores:

e SOLart (Soluble Domain for Protein Expression) v1.0 2017.
e Aggrescan3D (A3D) v2.0 2021.
e CamSol v2.3 2023 Function: Structurally Corrected Chemistry of Health -

software.

Tratamiento de datos de score de solubilidad

Se normalizaron los datos obtenidos de CamSol y Aggrescan3D de solubilidad de las
180 quimeras considerando al score de la chagasina en ambos servidores con un valor
de 1.0.
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Tabla 4. Normalizacién de datos de solubilidad (CamSol y Aggrescan3D)

Prediccion de solubilidad de la chagasina Formula de normalizacién

CamSol- Structured 0.5433 SN =1— 0.5433 - SQ
Corrected : 0.5433
—92.4088 — SQ
Aggrescan3D 2.0 -92.4088 SN=1- 974088

SN: Solubilidad normalizada, SQ: Solubilidad de la quimera

Se considero a la chagasina con un valor normalizado de 2.0, compuesto por 1.0 de
Aggrescan3D més 1.0 de CamSol, y a su vez se usaron los valores normalizados para
dar una magnitud unificada de solubilidad a las quimeras y ordenarlas de manera

descendente.

Seleccion de quimeras y sintesis de genes

Se seleccionaron dos quimeras de 3 epitopos y dos de 4 epitopos, las cuales fueron
optimizadas al cédigo genético de E. coli y, debido a la estructura de los vectores
pCrilay pCri8a, se adicion6 un coddn de paro en el extremo carboxilo para Unicamente
conservar el tag de histidinas en el extremo amino. Ademas, se adicionaron los sitios
de restriccion (Ncol y Xhol) a los extremos de las secuencias para la subsecuente
subclonacion. Para la seleccion, se aplicaron criterios de mayor solubilidad, aplicacion
de mutaciones, confiabilidad en el modelado 3D y condiciones de posicion. Finalmente,
los genes se mandaron sintetizar a Syn Biotechnologies (http://synbio-tech.com/).

Metodologia experimental

Subclonacion de mutantes de chagasina y quimeras
Las secuencias se recibieron clonadas en el vector pUC57, por lo que se subcloné por
restriccion cada gen para obtener el sistema de expresion pCri8a-mutante y pCri-

quimera.

Se realiz6 doble digestion de 10ug del vector destino (pCri8a o pCrila) y de la
construccion pUC-mutante o pUC-quimera segun corresponda, las enzimas
empleadas fueron Ncol y Xhol (New England Biolabs), ya que flanquean al inserto de

interés y a la GFP del vector destino (Figura 26 y 27, apéndice B). Posteriormente se
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realizo electroforesis en gel de agarosa y el vector linealizado y los insertos se

purificaron mediante el kit QIAGEN Extraction gel.

Se realiz6 la reaccion de ligacién usando la enzima ligasa T4 (New England Biolabs),
empleando relaciones molares vector-inserto de 1:3 y 1:7 mediante previa
cuantificacion a 260nm en el espectrofotometro NanoDrop™ 2000, utilizando las
siguientes condiciones: 16h a 16°C, 2h a 25°C e inactivacion 10min a 65°C.
Posteriormente, se transformaron células quimicamente competentes DH5a por
choque térmico y se realizd la seleccion de clonas por colonyPCR (T100 Thermal

Cycler BioRad), protocolo mostrado en apéndice F.

Expresion en matraz de mutantes (pCri8a) y quimeras (pCri8ay pCrila)

De las clonas positivas DH5a se realizo la extraccion del DNA plasmidico por lisis
alcalina mediante kit QIAGEN spin Miniprep y células competentes de E. coli BL21
(DE3) y soluBL21 se transformaron por choque térmico con la construccion purificada.
Posteriormente, se inoculd con una colonia de células transformadas en medio 2TY y
al alcanzar una densidad 6ptica (DO) de 0.6 a A=600nm, se indujo la expresion de la
proteina recombinante mediante la adicion de IPTG a las siguientes condiciones de
fermentaciéon: Mutantes de chagasina: 0.5mM IPTG, 18h a 20°C y 200rpm; Quimeras:
0.2mM IPTG, 18h a 18°C y 200rpm.

Previo y al final del periodo de induccion se determiné la densidad Optica, y se
muestreo el volumen equivalente a 1 unidad de absorbancia (UA) a 600nm, fracciones
correspondientes a la no inducida e inducida respectivamente. Del cultivo restante al
final de la induccién se tomé nuevamente el volumen equivalente a 1UA, del cual se
obtuvieron tanto la fraccién soluble como la insoluble. La muestra se centrifug6 a
13,000 rpm, 4°C durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se recuperé la

biomasa.

La biomasa se lis6 mediante la adicion de 45uL de Bug-Buster (Merck) a la pastilla
celular, se resuspendié e incub6 en agitacién durante 20 minutos. Posteriormente, se

centrifugd nuevamente a 13,000 rpm, 4°C durante 30 minutos. Transcurrido este
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tiempo, se colecto el sobrenadante (fraccidon soluble) y la pastilla (fraccion insoluble).
Todas las fracciones fueron adicionadas con buffer de Laemli 4x (Tris-HCI 250mM, pH
6.8, glicerol 40%, SDS 8%, beta-mercaptoetanol 8% y azul de bromofenol al 0.02%) y
fueron analizadas por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

En el analisis de grado de expresién de mutantes por densitometria, se recuperaron
muestras adicionales y una vez recuperada la biomasa se resuspendio en buffer PBS
1x, glicerol 5% y pH 7.4, para realizar la lisis por sonicacion: 30% de potencia por 10
ciclos de 30 segundos. Las fracciones solubles fueron cuantificadas por el método del
acido biciconinico (BCA) y se realiz6 SDS-PAGE estandarizando la cantidad de
proteina por fraccion, finalmente se ejecutd andlisis cualitativo de expresién por

ImageLab de Bio-Rad.

En las mutantes de chagasina se realiz6 una segunda induccién a las condiciones
previas descritas en un volumen de fermentacion de 500mL para su posterior

purificacion.

Expresién de quimera Q109 en reactor semicontinuo de 2.5L

Se cultivé un inoculo de 50mL de medio LB a partir de una colonia durante 16 horas a
37°C y 200rpm en agitacion orbital, el reactor Applikon de 3L controlado por Celligen
BioFlo 310 Bioreactor se esterilizé in situ con un 2.25L de medio Basal Salt Media
(K2HPOa4 5g/L, KH2PO4 3.5¢g/L, (NH4)2HPO4 3.5g/L, glicerol 20g/L, extracto de levadura
5g/L) para posteriormente adicionarlo con 1mL/L de solucién de Sales Traza para
Bacteria (NaCl 5g/L, ZnSOa4 1g/L, MnCl2-4H20 4g/L, FeCl3-6H20 4.75g/L, CuSO4-5H20
0.4g/L, HsBO3 0.575¢g/L, Na2M00O4-2H20 0.5g/L, CaClz 2g/L, H2SO4 0.75N) esterilizada

previamente por filtracion.

Se inocul6 el medio del reactor con la cantidad requerida para alcanzar una DO inicial
de 0.05 y se controlaron los siguientes parametros: pH (hidroxido de amonio al 28%),
oxigeno disuelto (velocidad de agitacion y flujo de aire), temperatura (serpentin) y

espuma (antiespumante no basado en silicio, SIGMA). Durante la primera etapa de
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crecimiento en lote se mantuvo la fermentacion a 30°C por 10 horas monitoreando el
oxigeno disuelto para estimar el consumo del glicerol (fuente de carbono principal),
posterior a esto se inicio la etapa de alimentacion-induccion mediante la adicion del
medio HCDF1 (glicerol 50%, MgClz 20mM) y del IPTG hasta alcanzar una
concentracion de 0.25mM, la etapa tuvo una duracién de 20h a 20°C. Finalmente la

biomasa se cosecho en alicuotas de 20 gramos para su posterior purificacion.

Lisis celular

La biomasa se recuperd por centrifugacion y se lavé con PBS 1X pH 7.4, para
posteriormente resuspender en buffer de lisis: (TrisHCI 50mM, pH 9.3, NaCl 0.5M,
imidazol 50mM, glicerol 5%, beta-mercaptoetanol 1mM y cocteles de proteasas).
Como primer paso se incubd con lisozima 0.5mg/mL a 37°C por 30min, posteriormente
se realizo lisis mecanica (sonicacién) con 10 ciclos de 30 segundos a 30% potencia, e
incubacion con DNAasa a lug/mL por 30min a 30°C, para finalmente obtener la

fraccion soluble por centrifugacion a 13000 rpm durante 30 min.

Purificacion de mutantes de chagasina

La purificacion se realiz6 por cromatografia de afinidad IMAC-Ni en el sistema AKTA
pure (Cytiva), empleando columnas pre-empacadas de Niquel-Sefarosa His Trap FF
de 5mL, los buffers empleados para equilibrio, lavado (buffer A) y elucion (buffer B)
poseen la misma composicion del buffer de lisis, modificando Unicamente la
concentracion de imidazol (Buffer A a 50mM y Buffer B a 500mM). La cromatografia
constd de las siguientes fases: equilibrio, muestra (fraccién soluble), lavados con
Buffer A, lavado con buffer B al 7%, gradiente de imidazol (7-100%) y elucion final
(100%B). Las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE de acuerdo con las sefiales

de fluorescencia a 280nm.

Purificacién de quimera Q109

El primer paso de purificacion por IMAC se realizé con el mismo protocolo y sistema
empleado en la purificacion de mutantes de chagasina, con la adicion de un paso extra
de lavado previo a la elucién, el cual consiste en Buffer A adicionado con TritonX-114
al 0.1%, para la eliminacion endotoxinas. Posterior al analisis SDS-PAGE y con el
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objetivo de eliminar contaminantes y concentrar la proteina se realizo un segundo pasé
de purificacion por IMAC, donde se conservaron las fases a excepcion de la reduccion
en volumen de columna del gradiente. Como paso final se realizd en el mismo sistema
la purificacion por exclusion de tamafio (SEC), empleando columnas pre-empacadas
HiLoad 26/600 Superdex 200pg de 320mL, empleando fases de equilibrio, paso de
muestra (6mL) y eluciones de 1.5 volumenes de columna (480mL). La proteina fue
concentrada y cambiada de buffer a PBS 1x por ultrafiltracion en membrana de 3 kDa
(Pellicon-Cassette with Ultracel). La determinacion de endotoxinas se realiz6 mediante

el sistema portable de nexgen-PTS Endosafe.

Purificacion de quimera Q109-MBP

Se realiz6 la lisis celular de acuerdo con el protocolo previamente descrito, tomando
anicamente al final de la centrifugacion a la fraccion insoluble, la cual fue
acondicionada por soluciones de lavado y de solubilizacion, mediante pasos
alternados de homogenizacién (8000rpm), incubacion (4°C, 15 min) y centrifugacion
(16000g, 4°C, 15min). El procedimiento const6é de 6 pasos de lavado: WB | (TrisHCI
50mM, pH 8.0, NaCl 0.5M, EDTA 1mM, DTT 1mM), WB Il (TrisHCI 50mM, pH 8.0,
NaCl 0.5M, EDTA 100mM, DTT 1mM, Urea 2M), WB Il (TrisHCI 50mM, pH 8.0, NaCl
0.5M, EDTA 100mM, Gnd-HCI 2M), WB IV (TrisHCI 50mM, pH 8.0, NaCl 20mM, EDTA
10mM, beta-mercaptoetanol 2M, sarkosyl 0.1%), WB V (TrisHCI 50mM, pH 8.0, NaCl
20mM, DTT 1mM), y WB VI (TrisHCI 50mM, pH 8.0) y un paso de solubilizacién
(TrisHCI 50mM, pH 8.5, NaCl 250mM, beta-mercaptoetanol 0.5mM, urea 8M).

Se purificd con el mismo protocolo y sistema empleado en la purificacion de mutantes
de chagasina por IMAC, con la adicion de urea 8M a todos los buffers de purificacién
y las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE de acuerdo con las sefales de

fluorescencia a 280nm.

Estabilidad térmica
La estabilidad de las proteinas recombinantes purificadas se determind por
termofluorometria (Huynh, K. y Partch, C. 2015). Primero se realiz6 el cambio de buffer

a 75uL de las fracciones purificadas mediante filtracion en gel por las columnas
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(microBioSpin6 Biorad), obteniendo asi a las mutantes a pH 9.3, 8.5, 7.5, 6.0 y 4.5,

mediante la elucién con buffer TrisHCI, BisTris 6 acetatos dependiendo el pH.

Las reacciones se llevaron a 25uL, a concentracion final de SyproOrange 10X y 15uM
de proteina, condiciones las cuales fueron optimizadas, ademas, se empleo el filtro de
fluorescencia HEX y un gradiente de temperatura de 25-90°C para la determinacion

de las curvas de desnaturalizacion en termociclador gPCR.

Inmunodeteccidon por Western-blot

Se realizé la inmunodeteccion de determinadas fracciones de expresion de las
proteinas quiméricas mediante Western-blot con revelado colorimétrico indirecto.
Primeramente, las fracciones se sometieron a electroforesis de poliacrilamida
desnaturalizante para después transferir el perfil proteico del gel a una membrana de
nitrocelulosa, empleando transferencia en humedo y buffer de transferencia en frio,
corroborando con tincién de rojo Ponceu, y lavados a la membrana con amortiguador
PBS 1x.

Consecutivamente el bloqueo de la membrana se realiz6 con una solucion de leche
baja en grasa 5% y Tween 0.1% diluidas en PBS1x, incubando 18h a 4°C,
seguidamente se realizé la incubacion del anticuerpo primario a su titulo
correspondiente (a-chagasina, o-histidinas, o-TSAl, 6 0-Q109) por 18h a 4°C.
Finalmente la incubacién con el anticuerpo secundario segun sea el animal de origen
del anticuerpo primario (a-mouse, a-rabbit o a-goat) por 2.5h a 25°C. Al final de cada
paso de tincion, bloqueo o incubacién se realizaron 5 lavados de 10min a la membrana
con solucién de PBS1x a temperatura ambiente. El revelado por colorimetria se
efectué mediante la reaccion de una solucion de TBS1x y H202 y una solucién de

metanol y peroxidasa de rabano picante.
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Resultados y Discusion

Mutacion ala chagasina

El analisis bioinformatico de mutacion asistida por Agresscan3D proporciona los
residuos de aminoacidos mas propensos a mutar y los mejores candidatos
sustituyentes para incrementar la solubilidad (Tabla 5). Tomando en cuenta estos
resultados se seleccionaron las siguientes mutaciones: V18R, V18K, F58R, F58K, y
sus combinaciones de estas: V18K- F58K, V18R-F58K, V18K- F58R, V18R- F58R.

Tabla 5. Mutacion asistida para incrementar solubilidad de la chagasina.

Aa propenso a Aa recomendado Efecto energético . )
o o Diferencia en score
causar agregacion a sustituir (kcal/mol)

Arg -0.3147 -0.0980
Val 18

Lys -0.3777 -0.0883

Arg 0.6055 -0.0807
Phe 58

Lys 0.6352 -0.0824
Phe 34 Lys 0.4403 -0.0624
Leu 21 Lys 0.6734 -0.0555

Arg -0.1962 -0.0559
Met 1

Lys -0.1584 -0.0505

Como se observa, los residuos mas propensos a disminuir la solubilidad y causar
agregacion tras el andlisis son la fenilalanina (Phe) 58 y la valina (Val) 18 (Figura 6),
indicando como mejores aminoacidos sustituyentes a la arginina (Arg) y la lisina (Lys)
gue presentan carga positiva en su cadena lateral, aumentando asi la interaccién con
el solvente, ademas, se ha reportado que la sustitucion de residuos hidrofébicos
expuestos en la superficie por residuos cargados positivamente puede mejorar
significativamente la solubilidad de la proteina a pH fisiolégico (Mosavi y Peng, 2003).
De esta forma se evalud in silico el efecto en solubilidad de las mutaciones solas y
combinadas (Tabla 6), seleccionando a las cuatro combinaciones de mutaciones

dobles debido al significativo aumento de solubilidad predicha.
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Tabla 6. Prediccion de la solubilidad de las mutantes de chagasina

Mutacién Aggrescan3D CamSol Normalizado
WT -92.4088 0.5433 2.000
V18R -103.32 0.7555 2.478
V18K -102.25 0.7498 2.457
F58R -100.50 0.6699 2.291
F58K -101.42 0.6599 2.283
V18R-F58R -112.25 0.8820 2.838
V18R-F58K -112.34 0.8720 2.820
V18K-F58R -111.39 0.8764 2.818
V18K-F58K -111.29 0.8663 2.799

Figura 6. Mutacién a la chagasina. Chagasina con sitios susceptibles a sustituir, en
verde Vall8 y Phe58. Estructura elaborada en UCSF ChimeraX.
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Chagasina WT Chagasina V18R-F58R
—-
LW
-~
% PHE 58

e /"

Hidrofébico Hidrofilico

Figura 7. Comparacién de hidrofobicidad en superficie, a laizquierda la Chagasina
WT vy a la derecha la Chagasina V18R-F58R, la escala mostrada indica en azul las
regiones hidrofilicas, en blanco las regiones neutras y en amarillo regiones
hidrofobicas. Estructuras elaboradas en UCSF ChimeraX.
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Subclonacién, expresion y termo-estabilidad de mutantes
Como confirmacion de la subclonacion, se evalud la generacion del amplicon del
tamafio aproximado de 593pb (Figura 30, apéndice F) al realizar colonyPCR a las

colonias DH5a, transformantes con el producto de la ligacién (Figura 8).

Con el objetivo de evaluar experimentalmente el impacto de las mutaciones a la
molécula de andamiaje se realizo la expresion en E. coli BL21 de las cuatro mutantes
dobles de chagasina, conservando la estrategia y condiciones de fermentacion-
induccion. En todos los ensayos de expresion, la proteina se expresé en forma soluble
y con similar intensidad visualizada en SDS-PAGE (Figura 9B y 9C). El analisis
densitométrico de las fracciones solubles (Figura 10), mostré que todas las mutantes,
con excepciéon de ChagV18K-F58R, se expresaron de manera soluble similar con
hasta un 12% mas soluble que la chagasina. Sugiriendo que estas modificaciones
pudieran mejorar la solubilidad de las quimeras de chagasina conteniendo tres o cuatro
epitopos de TSA-1.

Chagasina Chagasina Chagasina Chagasina
V18K-P58K V18R-P58K V18R-P58R V18K-P58R
pb A A A A
[ || Vo LI | |

M C+ 1 2 1 2 1 2 1 2 # clona

1650
1000 4966 pb
850
650

593 pb
500 <4593 pl

Figura 8. Andlisis de clonas. Electroforesis en gel de agarosa: Amplicones positivos
tras colonyPCR, dos clonas analizadas por mutante. (M: marcador de tamafio, C+:
pCri8-GFP) Gel de agarosa al 1.2%, buffer: TBE 0.5x

37



NH2 —| 6xHis TEV Mutante de Chagasina — COOH
0.8kDa  0.8kDa ~12.0kDa
B Chagasina Chagasina Chagasina
V\lIT V18K—lP53K V18R-P58K

<414 kDa

Chagasina Chagasina Chagasina
V\l/T V18R1P58R V13K—]P58R

<414 kDa

Figura 9. Expresion de las mutantes, andlisis SDS-PAGE. (A). ORF del pCri8a-
mutante, (B) mutantes V18K-F58K y V18R-F58K, (C) mutantes V18R-F58R y V18K-
F58R. Las fracciones se indican como NI: no inducida, I: inducida, FS: fraccién soluble,
FI: fraccion insoluble, M: marcador de peso molecular. Gel de acrilamida al 15%
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Figura 10. Analisis por densitometria. Analisis SDS-PAGE de la fraccion soluble
estandarizada a 4ug de proteina del extracto, gel empleado para el analisis de
densitometria, M: marcador de peso molecular. Gel de acrilamida al 15%.

Tabla 7. Andlisis cualitativo mediante ImageLab

ug Proteina

Mutante Abreviatura %lntensidad -
ug Proteina Total Soluble

V18K-F58K KK 111.8 0.074
V18R-F58R RR 107.2 0.072
V18R-F58K RK 104.5 0.069
Wild-Type WT 100.0 0.066
V18K-F58R KR 74.4 0.050
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Los cromatogramas de la purificacion de las mutantes presentan ligeras variaciones
en el perfil de elucion (Figura 28, apéndice D) debido a la diferente exposicion del tag
de 6 histidinas dadas las mutaciones y su cercania del aminoacido 18 al extremo amino
terminal (Figura 6).

En cuanto al analisis de termo-estabilidad, el presentar mayor grado de aminoacidos
hidrofilicos en la superficie (para mejorar la interaccion con el solvente) no garantiza
mayor estabilidad estructural frente a un incremento en la energia térmica, las
mutantes presentaron un decremento en su termo-estabilidad de entre 2 y 7°C
respecto a la variante silvestre, se observa ademas un mayor decremento (Figura 11)
al realizar el ensayo a un pH cercano al punto isoeléctrico (pl: 6.5-7.5) y una
desnaturalizacién total el exponer las proteinas isotérmicamente a pH 4.5. Sin
embargo, la termo-estabilidad no es un requerimiento farmacéutico para la generacion

de antigenos vacunales.

Tabla 8. Temperatura de fusién (Tm) de las mutantes de chagasina

Mutante pH9.3 pH&85 pH75 pH6.0 pHA45
WT 689 66.75 639 6106 67.09

KK 63.5 5895 57.04 5202 5229
RK 63.3 58.84 5858 5333 64.06
KR 63.8 59.16 58.1 56.30 56.99
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Figura 11. Estabilidad térmica de las mutantes de chagasina. Ensayo Thermal shift
a multiples pH: (A) pH 9.3, (B) pH 8.5, (C) pH 7.5, (D) pH 6.0, (E) pH 4.5
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Disefo in silico de quimeras y prediccion de su solubilidad

La exposicion y cantidad de aminoacidos que conforman los giros/epitopos son
propiedades que fundamentan la sustitucion y formacion de quimeras, con entre 7 a 9
aminoacidos en los epitopos y giros no se espera un cambio conformacional
estructural global, significativo u forzado, sin embargo, las propiedades, el orden de
los amino&cidos y las interacciones de estos pueden influir en la formacion de
estructuras secundarias o cambios en los motivos caracteristicos de inhibidores de
cistein-proteasas de Trypanosoma, fenomeno observado en la prediccion estructural

de algunas quimeras (Figura 12).

Figura 12. Quimera Q8 (Q4E_8 V18K-F58K), quimera mas soluble formada por 4
epitopos con distorsidbn en los motivos estructurales y baja confiabilidad en el
modelado (pLDDT: 35.2). Estructura elaborada por AlphaFold2 y acondicionada en
UCSF ChimeraX.

En la formacion de quimeras de cuatro epitopos la sustitucion de dos péptidos en un
giro estructural requiere generar una separacion mediante un linker, el empleo de Gly-
Ser-Gly-Ser (GSGS) se fundamenta en las propiedades fisicoquimicas de la glicina,
como ausencia de carga (no modifica el pl), tamafio pequefio, flexibilidad, mejora de
solubilidad y resistencia a protedlisis, ademas, los linker de glicina en combinacién con
serina son preferidos en la formacion de vacunas multiepitopo (Negahdaripour et al.,
2018).
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La combinacién de flexibilidad y solubilidad hace que los linkers GSGS sean ideales
para conectar diferentes dominios proteicos y permitir su libre actuar sin interferir con
su funcion. Especificamente este linker se encuentra en la base de datos del Centro
de Bioinformatica de la Universidad de Vrije—Amsterdam, y ha sido empleado en la

unidn de proteinas antigénicas (Bird et al.,1988; George y Heringa, 2002).

De las 180 quimeras y sus predicciones de solubilidad (Tablas 16 y 17, apéndice C)
es evidente la disminucion en el score de solubilidad al sustituir el Epitopo 4 en
cualquiera de los giros, tanto en quimeras de 3 y 4 epitopos. Los resultados en los 5
servidores indican no solo baja solubilidad (CamSol), sino también una alta propension
a agregacion (Aggrescan3D). Se observa en las 10 quimeras mas solubles (Figura 13)
que ninguna alberga en su estructura a este epitopo. La secuencia aminoacidica
puede explicar parcialmente este fendmeno, ya que, de los 9 aminoacidos que lo
componen, 5 son no polares (1 isoleucina, 2 fenilalaninas y 2 valinas), aminoacidos
pertenecientes al top 5 de mayor hidrofobicidad en escala Kyte & Doolittle (Jiang et al.,
2006), y los primeros 3 en la escala de hidrofobicidad de energia libre de transferencia

en transporte de membranas biologicas (Tauquir et al., 2016).

En las quimeras formadas por 3 epitopos se observa una tendencia a los scores mas
altos de solubilidad al sustituir en cualquier combinacion a los epitopos E1, E3 y E5 de
manera indiferente a su posicion, mostrando ser los menos hidrofébicos, seguidos de
las quimeras con las combinaciones de epitopos {E1, E2 y E3}; {E2, E3, E5} y {E1, E2,
E5}. Esto puede deberse a que el epitopo E2 a diferencia de E5, E3 y E1 posee

Gnicamente un aminoacido cargado dentro de sus 3 aminodacidos polares.

En las quimeras formadas por 4 epitopos no es posible observar tal distincion de
composicion-solubilidad, ya que al excluir al E4 por su hidrofobicidad todos los
restantes epitopos (E1, E2, E3 y E5) estan presentes en todas las quimeras, influyendo

Gnicamente en este caso la posicidn e interaccion entre los epitopos.

Se considerd unicamente para la seleccion de las quimeras a los servidores CamSol

y Aggescan3D 2.0, debido a que los servidores Protein-sol y SODOPE con prediccion
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a base de la secuencia de aminoacidos emplean Unicamente para la estimacion final
parametros basados en composicion aminoacidica y propiedades fisicoquimicas. Por
otro lado, SOLart presenta Unicamente potenciales estadisticos: de distancia
(describen interacciones terciarias), potenciales de angulo de torsion (describen
interacciones locales) y potenciales de accesibilidad del solvente. Esto sumado a la
ausencia de actualizaciones desde su primera version y la no correspondencia a los
datos generados por los demés servidores hace que se descarte y no se considere
para la seleccion (Hou et al., 2020).

Los dos servidores seleccionados contemplan mayor numero de variables para la
prediccion, como lo es la posicion e interaccion entre atomos, deteccion de sitios
hidréfobos susceptibles a formacién de agregados, descartando aquellos no
expuestos, estabilidad (energia libre de Gibbs), flexibilidad estructural y andlisis
dindmicos (Kuriata et al., 2019), ademas, estos servidores reciben actualizaciones

constantemente.

La prediccion por Aggrescan3D y CamSol recibio el mismo nivel de relevancia,
proponiendo una normalizacion de datos donde un valor de 2.0 representa los scores
generados a la estructura de la chagasina en ambos servidores, resultado de la suma
de 1.0 de Aggrescan3D (score -92.4088) y 1.0 de CamSol (score 0.5433), asi, al
obtener por ejemplo para una quimera un valor normalizado de 0.8 en Aggrescan3D

se interpreta como un 80% de la solubilidad de la chagasina.

De las secuencias de las quimeras y los scores de solubilidad obtenidos para las
quimeras de 3 y 4 epitopos (apéndice, Tabla 15 y 16), se considerd Unicamente a las
que figuran con mas alto score de solubilidad normalizado (Figura 13) para evaluar

posteriores criterios de seleccion.
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A Chagasina

Q3E_6
Q3E_11
Q3E_55

Q3E_4
Q3E_34
Q3E_50
Q3E_27

Q3E_1
Q3E_28

Q3E_56

B Chagasina
Q4E_8

Q4E_109
Q4E_19

Q4E_11

Q4E_5

Q4E_21
Q4E_111
Q4E_97

Q4E_35

Q4E_99

2.00

1.92
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Figura 13. Quimeras con mayor score de solubilidad. (A) Quimeras de 3 epitopos.

(B) Quimeras de 4 epitopos, como referencia la chagasina con score de 2.00.
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Criterios de seleccion de quimeras

Cardenas-Guerra y colaboradores analizaron in silico y expresaron quimeras de
chagasina con dos epitopos de TSA-1, adquiriendo considerables niveles de expresion
soluble en E. coli, donde notablemente el Epitopo 5 se encuentra en sustitucion al giro
L4 en las quimeras mas solubles y con mayor nivel de expresion (2024). Con base a
este antecedente directo se establecidé la condicién de posicion del E5 en L4 como

criterio en la seleccion de las quimeras a expresar.

En la prediccion y generacion de modelos 3D por AlphaFold2 se adquieren medidas
de confianza necesarias para ser consideradas predicciones validas. Asi, AlphaFold2
proporciona el parametro llamado pLDDT (prueba de diferencia de distancia local
predicha) en una escala de 0 a 100, el cual estima que tan bien es aceptada la
prediccién, con valores aceptables mayores a 70, y de alta precision mayores a 90
(Tunyasuvunakool et al., 2021). Por lo tanto, el efecto en el cambio estructural al
realizar las sustituciones y mutaciones el parametro de pLDDT en el modelado 3D por

AlphaFold2 es un criterio adicional para la seleccion de las quimeras a expresar.

De los resultados experimentales en la expresién de mutantes se analiz6 la aplicacion
de estas a las quimeras mas solubles procurando la mayor conservacion de los valores
de confianza estructurales (pLDDT). Finalmente se seleccioné la quimera de 3 y 4
epitopos con mayor score de solubilidad normalizado, un nivel de confianza
estructural: pLDDT>70 en AlphaFold2 y las dobles mutaciones que conserven el nivel
de confianza y que aumente la solubilidad (Tablas 11 y 12), ademas, una quimera que
cumpla la condicién del E5 en L4, para cada tipo de quimera (Tablas 9 y 10),
seleccionando asi 2 quimeras de 3 y 2 de 4 epitopos. Las cuatro quimeras

seleccionadas se muestran en la Figura 15.
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Tabla 9. Prediccién de la solubilidad de las proteinas quiméricas con tres epitopos de

TSA-1

Quimera Mutacion Agresscan3D  CamSol  Normalizacion pLDDT
- -75.6700 0.6119 1.923 73.6

V18R-F58R -94.9600 0.9170 2.717 30.2

Q3E_6 V18K-F58K -111.660 0.9030 2.870 354
V18K-F58R -93.0400 0.9120 2.686 81.0

V18R-F58K -110.590 0.9085 2.869 36.8

- -78.8800 0.5694 1.879 83.1

V18R-F58R -105.880 0.9174 2.834 335

Q3E_11 V18K-F58K -89.4666 0.9070 2.637 51.0
V18K-F58R -93.0640 0.9119 2.685 50.9

V18R-F58K -102.941 0.9125 2.793 30.8

- -90.9877 0.4978 1.875 82.2

V18R-F58R -98.2753 0.8034 2.542 78.3

Q3E_55 V18K-F58K -101.342 0.7889 2.549 77.8
V18K-F58R -94.5391 0.7989 2.493 80.4

V18R-F58K -102.686 0.7944 2.573 81.5

- -70.2200 0.5181 1.693 82.5

V18R-F58R -89.0594 0.8661 2.558 78.1

Q3E_34 V18K-F58K -91.1531 0.8557 2.561 819
V18K-F58R -89.6425 0.8606 2.554 78.6

V18R-FK58 -85.7115 0.8612 2.512 79.9
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Tabla 10. Prediccion de la solubilidad de las proteinas quiméricas con cuatro epitopos

de TSA-1

Quimera Mutacion  Agresscan3D  CamSol Normalizaciéon pLDDT

- -77.7309 0.5688 1.870 64.4

V18R-F58R -101.743 0.8582 2.681 33.4

Q4E_8 V18R-F58K -102.550 0.8498 2.674 31.0

V18K-F58R -89.3782 0.8530 2.537 32.2

V18K-F58K -95.0398 0.8446 2.583 35.2

- -97.4620 0.4442 1.850 70.1

V18R-F58R -105.355 0.7336 2.490 75.4

Q4E_109 V18R-F58K -90.4916 0.7251 2.314 60.4

V18K-F58R -110.591 0.7284 2.537 75.1

V18K-F58K -91.7385 0.7199 2.318 78.6

- -78.2568 0.5367 1.818 78.1

V18R-F58R -84.3279 0.8663 2.507 72.4

Q4E_19 V18R-F58K -72.4448 0.8617 2.370 71.9

V18K-F58R -75.7219 0.8611 2.404 74.4

V18K-F58K -82.2270 0.8565 2.466 68.9

- -58.9068 0.5311 1.601 75.6

V18R-F58R -117.186 0.8219 2.781 27.6

Q4E_53 V18R-F58K -98.0212 0.8142 2.559 47.4

V18K-F58R -91.9196 0.8167 2.498 55.3

V18K-F58K -128.232 0.8090 2.877 54.6
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Quimeras seleccionadas a sintetizar y expresatr:

Tabla 117. Quimeras de 3 epitopos seleccionadas

) Epitopos : S

Quimera Secuencia de aminoacidos
L2 L4 L6

Q3E 6 MSHKVTKAHNGATLTVAKGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVEN

- = El E3 E5 KYRPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYL
V18K-F58R

KAN

Q3E 34 MSHKVTKAHNGATLTVARGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVEN
V18R_F58_K E3 E5 El KYKPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYL

KAN

Tabla 128. Quimeras de 4 epitopos seleccionadas

) Epitopos . L

Quimera Secuencia de aminodcidos
2 141 L4-2 L6

Q4E 19 MSHKVTKAHNGATLTVARGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESM

- = E1 ES E2 E3 FTVENKYRPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVN
VI8R-FS8R LTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN
Q4E 109 MSHKVTKAHNGATLTVAKGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNES
V18K_F58_K ES E3 E1 E2 MFTVENKYKPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVN

LTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN
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Figura 14. Efecto en la solubilidad in silico antes y después de mutar la molécula
de andamiaje, comparado con la chagasina silvestre (WT).
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E5

V18R-F58K

V18K-FS8R  /

E5

Q4E_19
V18R-F58R

Q4E_109
V18K-F58K

Figura 15. Estructura 3D de las quimeras seleccionadas. (A) Estructuras 3D de las
quimeras con 3 epitopos. lzquierda Q3E_34 V18R — F58K. Derecha Q3E_6 V18K —
F58R. (B) Estructuras 3D de las quimeras con 4 epitopos. Izquierda Q4E_19 V18R —
F58R. Derecha Q4E_109 V58K — R18K. En color Verde: epitopo 5; Amarillo: epitopo
3; Purpura: epitopo 1; Magenta: epitope 2; Rojo: mutacion V18K y F58K; Cian:
mutacion V18R y F58R; Gris: linker GSGS. Estructuras elaboradas por AlphaFold2 y
acondicionadas en UCSF ChimeraX.
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Subclonacién y expresion e inmunodetecciéon de quimeras

Para la presentacion gréafica de los resultados experimentales pertenecientes a la
clonacion y expresion de quimeras seleccionadas se abrevié el nombre como lo indica
la siguiente tabla, dando como referencia que cuando se mencione alguna, se da por

entendido cuantos epitopos y qué mutaciones posee:

Tabla 149. Propiedades de las quimeras seleccionadas.

Quimera NUm. de epitopos Abreviatura pl Peso molecular (kDa)
Q3E_6 VK18-FR58 3 Q6 6.29 13.174
Q3E_34 VR18-FK58 3 Q34 6.29 13.174
Q4E_19 VR18-FR58 4 Q19 6.29 14.370
Q4E_109 VK18-FK58 4 Q109 6.29 14.319

En el andlisis de clonas de DH5a se evalud la presencia del amplicén del tamafio
esperado tras el ensayo colonyPCR, la longitud depende del vector destino, el
amplicon visualizado en el gel de agarosa confirma la presencia del constructo
deseado (Figura 30, apéndice F), mientras que en la expresién de las proteinas el peso
molecular esperado es correspondiente al tag al que esté fusionado (Figura 16). En la
Figura 18 se observan las fracciones correspondientes a la expresion de las quimeras
de 3 (Q6y Q34)y 4 (Q19y Q109) epitopos respectivamente, todas fusionadas a MBP
y en la Figura 19 las quimeras de 4 epitopos (Q19 y Q109) sin tag de solubilizacion

H2N— 6xHis @ TEV Q19 —CO0OH  ~15kDa
0.8kDa 0.8kDa 14.4kDa

H2N— 6xHis MBP TEV Q19 —CO0OH ~57kDa
0.8kDa 40.3kDa 0.8kDa 14.4kDa

Figura 16. Peso molecular teérico de las quimeras expresadas
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Figura 17. Confirmacién de construccion y seleccién de transformantes por
colonyPCR. (A) Clonas analizadas para las quimeras de 4 epitopos fusionadas a
MBP, C+: pCrila-GFP, agarosa: 1.2% (B) y (C) Clonas analizados para las quimeras
de 4 epitopos, C+: pCri8a-GFP, agarosa 1.5%. (D) Clonas analizados para las
quimeras de 3 epitopos fusionadas a MBP, C+: pCri8a-GFP, agarosa 2%.
Electroforesis en gel de agarosa: (M marcador, C+: control positivo), Buffer: TBE 0.5x.



A Q19-MBP Q109-MBP
BL21 (DE3) BL21 (DE3)
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B Q6-MBP Q6-MBP C Q34-MBP
BL21(DE3) SoluBL21 BL21(DE3)
A A r A}

r LI § 1
1 FS NI 1 FS FI M N 1 FS FI

57 kDa 57 kDa

Figura 18. Expresion de las quimeras fusionadas a MBP, analisis SDS-PAGE.
(A) Perfil de expresion de Q19-MBP y Q109-MBP en la cepa BL21, acrilamida 15%.
(B) Perfil de expresion de Q6-MBP expresada en la cepa BL21 (izquierda) y soluBL21
(derecha), acrilamida 12%. (C) Perfil de expresién de Q34-MBP expresada en la cepa
BL21, acrilamida 12%. Las fracciones se indican como NI: no inducida, I: inducida, FS:
fraccion soluble, FI: fraccién insoluble, M: marcador de peso molecular. Gel de
acrilamida al 15%



A Q19 Q19

BL21(DE3) SoluBL21
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BL21(DE3) SoluBL21
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Figura 19. Expresion de las quimeras de 4 epitopos sin tag de solubilizacién
(pCri8a), andlisis por SDS-PAGE. (A) Perfil de expresién de Q19 expresada en la
cepa BL21 (izquierda) y soluBL21 (derecha), acrilamida 15%. (B) Perfil de expresién
de Q109 expresada en la cepa BL21 (izquierda) y soluBL21 (derecha), acrilamida 15%.
Las fracciones se indican como NI: no inducida, I: inducida, FS: fraccion soluble, FI:
fraccion insoluble, M: marcador de peso molecular. Gel de acrilamida al 15%.
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Figura 20. Inmunodeteccion a-His en la expresién de quimeras. (A) SDS-PAGE
(izquierda) y membrana revelada a-Histidinas (derecha) de la fraccion soluble de las
guimeras Q19-MBP y Q109-MBP, C+: chagasina KK. (B) SDS-PAGE (izquierda) y
membrana revelada a-Histidinas (derecha) de todas las fracciones de expresién de las
quimeras Q19 y Q109, C+: chagasina WT. M: marcador de peso molecular.



Al expresar las quimeras de cuatro epitopos, Q19 y Q109 fusionadas a MBP se
observo la expresion cercana a su totalidad en la fraccion insoluble (Figura 18A), al no
ser perceptible proteina en la fraccion soluble de ambas quimeras se ratific6 mediante
el inmunoensayo Western blot (Figura 20A), donde se identific6 mediante una banda
tenue escasa presencia de proteina soluble comparada con la proteina total inducida,
de manera similar, la proteina se encuentra en su totalidad de forma soluble tras la
expresion de las quimeras de tres epitopos Q6 y Q34 fusionadas a MBP (Figura 18B
y 18C).

No ha sido reportado caso alguno donde se genere expresion insoluble tras fusionar
MBP a una proteina pasajera (PP), sin embargo, se ha demostrado que el mejor sitio
para realizar la fusién es en el extremo amino de la proteina, donde también se han
identificado altos niveles de interaccion del tag ya sea con la PP parcialmente plegada
0 con otras moléculas de MBP, formando multimeros (Raran-Kurussi et al., 2015;
Momin et al., 2019).

Posibles interacciones entre MBP-PP se analizaron mediante la prediccién de
estructura por AlphaFold2 al producto de la fusion, mostrando una evidente
deformacion estructural a comparacion de los modelos de las proteinas sin fusionar,
esto es observado tras generar los graficos de Ramachandran (Figura 21), donde

multiples aminoacidos se encuentran en regiones energéticamente desfavorables.

Experimentalmente el grado de agregacion se determind mediante el lavado y
solubilizado de cuerpos de inclusion, donde la Q109-MBP se solubiliz6 hasta llegar a
una concentracion 8M de urea (Figura 24A), lo que indica una alta asistencia quimica
para romper fuerzas de unién, modificar fuerzas hidrofébicas, y por lo tanto solubilizar

a la proteina altamente hidrofobica (Luche et al., 2003).
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Figura 21. Cambio en la estructura 3D. Diagrama de Ramachandran de los
modelos 3D de proteinas cristalizadas: Chagasina y Maltose Binding Protein (MBP), y
modelos 3D de prediccién por AlphaFold2: Quimera 19 y Q19-MBP. Elaborado en
MolProvity server 4.5.2 (William et al., 2018).
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Cardenas y colaboradores demostraron en la expresion de quimeras de dos epitopos
que la presencia del E5 en el giro L4 promueve una alta solubilidad (2024), sin
embargo, el giro L2 nunca se considerd como sitio a sustituir durante el disefio, en este
proyecto la quimera Q19 y Q109 cuentan con el E5 en sustitucion al L4 y L2
respectivamente con alta similitud en la prediccion de solubilidad de estas dos
quimeras (Figura 13); Experimentalmente, ambas se expresan parcialmente solubles,
no obstante, la quimera Q109 presentd proporcionalmente mayor expresion de
proteina soluble respecto a la proteina total (Figura 20B), lo cual sugiere que el grado
de expresion soluble no esta solo en funcion de la posicién, sino también en cual es
sintetizado primeramente por el ribosoma activo dada a su cercania al extremo amino-
terminal, lo cual concuerda con el fundamento de ubicacién de dominios de fusién en

dicho extremo para favorecer la expresion soluble, como el MBP.

Ademas, se ha demostrado por métodos computacionales que durante el proceso de
traduccion la cadena naciente interacciona con los compartimientos del tunel
ribosomal, pudiendo inducir la formacion de estructuras secundarias definidas o causar
posibles atrapamientos del polipéptido, fenbmenos que dependen de la longitud del
ORF y de las caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos mas proximos al
amino-terminal de la proteina (Yu et al., 2022; Yasuda et al., 2024), lo que pudiera
explicar el efecto de la posicion del epitopo E5 en L2 y L4 en solubilidad y grado de

expresion observado en la Figura 22.

Este antecedente sustenta la seleccién de quimeras y aunque se genero expresion
soluble, el sustituir en esta ocasioén dos epitopos en el giro L4 y sustituir el giro L2
genera interacciones adicionales. Expresar 8 quimeras con solo dos sitios reduce el
namero de variables y permite determinar la relacién posicional E5-L4, por lo que en
la generacion de quimeras que alberguen 4 epitopos son necesarios mas analisis de
expresion de nuevas quimeras para generar hipétesis o conclusiones respecto a esta

relacion posicion-solubilidad.
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p1 ,, B2 B3 L2 p4 L3 B5 L4 p6 B7 L6 8

Chag MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPS NPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPP DSKLLGA GGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHD—-SERFTVYLKAN
Q4* MSHEVTEAHNGATLTVAVGELVEIQLPS NETTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKY FPPLLYSDDALHL GGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN
Q12* MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPS NPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKY FPPLLYSDDALHE GGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMR P REREEENE S ERFTVY LKAN
Q8* MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPS---NPTTGFAWYFEGGTKES PNESMFTVENKY FPPLLYSDDALHL ———---———-—-— GGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN

Q109 MSHKVTKAHNGATLTVAKGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGCTKESPNESMFTVENKYKP BRESTERENTECSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKARGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVY LKAN

Q19 MSHEKVTKAHNGATLTVARGELVEIQLPKLF-PEVIDLAWYFEGGTKES PNESMFTVENKYRPPLEYSDDALHLGSGS IVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLT YMR PREFEEENTE SERFTVY LKAN

Epitopo 1 Epitopo 2 Epitopo 3 Epitopo 5

Figura 22. Comparativa en la posiciéon de los epitopos. Comparativa con las dos
quimeras de cuatro epitopos expresadas parcialmente solubles y la posicion de los
epitopos, Q4*, Q8* y Q12* expresadas por Cardenas-Guerra. et al., 2024.

Escalamiento de Q109 a biorreactor de 2.5L

Se realizé la inmunodeteccion con anticuerpos antihistidinas para confirmar la
presencia e integridad de la proteina (Figura 20B) y emplear el tag como primer paso
de purificacion. La purificacion de la quimera Q4E_109 V18K-V18K (Q109) tiene como
objetivo la generacion de anticuerpos para la deteccion de TSA-1 en inmunoensayos

y para préximos analisis preclinicos.

En el escalamiento de la fermentacién se alcanzé una productividad de 2g/L de la
quimera Q109 en biorreactor de 2.5L, por otro lado, se debe seleccionar algin
pardmetro de escalamiento para igualar o aumentar la proporcién de proteina soluble
respecto a la proteina total, ya que visualmente se observa una disminucion en el
andlisis SDS-PAGE (Figura 23), este mismo fendmeno aconteci6 a Cérdenas y
colaboradores, donde al escalar la fermentacion de la Q4 la proporcién de proteina

soluble disminuyo (2024).
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Figura 23. Expresion de Q109 en biorreactor, andlisis por SDS-PAGE. Acrilamida
15%. Las fracciones se indican como PI: pre-indculo, NI: no inducida, I: inducida, FS:
fraccion soluble, FI. fraccién insoluble, M: marcador de peso molecular. Gel de
acrilamida al 15%.

Generacion de anticuerpos e inmunodeteccion

Ambas quimeras fueron detectadas por el inmunoensayo Western blot con anticuerpos
a-chagasina (Figura 25A), lo cual se debe a la estructura y composicion conservada
del andamio molecular; Sin embargo, no hubo deteccion al emplear anticuerpos a-
TSAL (Figura 25B), asimismo, posterior a la purificacién de la quimera Q109, y la
generacion y titulacién de anticuerpos, se realizé el ensayo de inmunodeteccién de la
TSA-1 con anticuerpos a-Q109, generando resultados igualmente negativos (Figura
25C), esto puede ser explicado debido a que se ha reportado que TSA-1y los epitopos
unicamente inducen inmunidad de tipo celular (Knight et al., 2014; Pech-Canul, A. et
al.,, 2017), donde estos antigenos son Unicamente presentados y reconocidos
mediante la interaccion entre el receptor de células T (TCR) y el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), asi, la generacion in vivo de anticuerpos contra estos

péptidos especificos no es estimulada.
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Figura 24. Purificacion Q109-MBP (A) Lavado y solubilizacion de cuerpos de
inclusién de Q109-MBP y (B) Perfil cromatografico de elucién por IMAC, analisis de
fracciones SDS-PAGE, acrilamida 12%. M: marcador de peso molecular, NU: fraccion
no unida. T+: TritonX-114, T-: Sin TritbnX-114, WB: Buffer de lavado, FS: Fraccion
soluble, FlI: Fraccién insoluble. Linea azul: Absorbancia a 280nm, linea naranja:

porcentaje de compuesto de elucion.
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Figura 25. Inmunodeteccion en la expresion de quimeras. (A) SDS-PAGE vy
membrana revelada a-chagasina (fracciones solubles de las quimeras Q19 y Q109),
C+: chagasina WT. (B) SDS-PAGE y membrana revelada a-TSA1 de la fraccion
soluble de las quimeras Q19 y Q109, C+: TSA-1 amino-terminal. (C) SDS-PAGE y
membrana revelada a-Q109 de amino-terminal de TSA-1 replegada, C+: Q109. M:
marcador de peso molecular.

63



Conclusioén

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la chagasina es un
andamio molecular adecuado para la expresibn de quimeras de chagasina
conteniendo hasta cuatro epitopos de TSA-1, con altos rendimientos (~2g/L) y
mayormente soluble en la plataforma de E. coli. Adicionalmente, se demostré que la
prediccion in silico de la solubilidad de las quimeras de la chagasina basada en
modelos de su estructura 3D usando los servidores Aggregasan3D y CamSol, aunado
a los criterios de seleccion fueron consistentes con los resultados experimentales.
Inesperadamente, la fusion de las quimeras con MBP no favorecié su expresién en

forma soluble.
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Perspectivas

Analizar por métodos adicionales la estabilidad de las mutantes de chagasina 'y
las quimeras mutadas y no mutadas para evaluar si hay cambios significativos.
Realizar cinéticas de inhibicién de cistein-proteasas a las quimeras purificadas
y comparar los parametros con la chagasina.

Realizar las pruebas preclinicas correspondientes con las quimeras para
evaluar la respuesta inmune en modelos animales y comparar con la chagasina
y TSA-1.
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Apéndices

Apéndice A. Codigos de Python 3.0

1.- Codigo de Python empleado para la formacion de las quimeras de 3 epitopos

(sustitucion de secuencias entre epitopos y chagasina).

import itertools
import os

#Epitopos
E1="KLFPEVIDL'
E2="IVMGNGTLV'
E3='RLTEELNTI'
E4="FVDYNFTIV'
E5='LLYSDDALHL'

#Loops

L2="SNPTTGF"
L4="DSKLLGA'
L6="WTGPSHD'

chagasin="'MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEG
GTKESPNESMFTVENKYFPPDSKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYM
RPWTGPSHDSERFTVYLKAN'

#print (chagasin)

#Permutacién

perm=[El,E2,E3,E4,E5]
v=list(itertools.permutations (perm, 3)
#print (v)

#Crear archivo fasta
file = open("/Users/MARCO/Desktop/Quimeras3ep.fa",
"

#Combinaciones
for n in range (60):
w=v[n]

x=(w[0])
y=(w[1l])
z=(w[2])

new_chagasin = chagasin.replace (L2, x)
new_chagasin = new_chagasin.replace (L4, y)
new_chagasin = new_chagasin.replace (L6, z)
print (new_chagasin)
#Convertir variable a str
cn=str (n+l)
#Combinacién
x=x.replace (E1l )
x=x.replace (E2 )
x=x.replace (E3, "E3")
x=x.replace (E4 )
(ES )

x=x.replace "E5"
y=y.replace(E1l, "E1")
y=y.replace (E2, "E2")
y=y.replace (E3, "E3")
y=y.replace (E4, "E4"
y=y.replace (E5, "ES5")
z=z.replace (E1, "E1"
z=z.replace (E2, "E2")
z=z.replace (E3, "E3"
z=z.replace (E4 "E4"
z=z.replace (E5, "E5"

#Adicionar identificador

file.write(">Quimera " + cn + " " 4+ x 4+ "=-" +
y + "-" 4+ z + "\n" + new chagasin + os.linesep)
file.close()

2.- Cdodigo de Python empleado para la formacién de las quimeras de 4 epitopos

(sustitucion de secuencias entre epitopos, linker y chagasina).

import itertools
import os

#Epitopos
El1="'KLFPEVIDL'
E2="IVMGNGTLV'
E3='RLTEELNTI'
E4="FVDYNFTIV'
E5='LLYSDDALHL'

#Loops
L2="SNPTTGF"'
L4 1='DSKL'
L4 2="ILGA'
L6="WTGPSHD'

chagasin="'MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEG
GTKESPNESMFTVENKYFPPDSKLGSGSLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVN
LTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN'

#print (chagasin)

#Permutacidn

perm=[El,E2,E3,E4,E5]

v=list (itertools.permutations (perm, 4)
print (v)

#Crear archivo fasta
file = open("/Users/MARCO/Desktop/Quimeras4Ep.fa",
"ty
#Combinaciones
for n in range (120):
w=v[n]
x=(w[0])
y=(w[l])
z=(w[2])
a=(w[3])
new chagasin = chagasin.replace (L2, x)
new_chagasin = new_chagasin.replace(L4_1, vy)
new_chagasin = new_chagasin.replace(L4_2, z)
new_chagasin = new_chagasin.replace (L6, a)
#print (new_chagasin)
#Convertir variable a str
cn=str (n+l)
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#Combinacién
x=x.replace (E1l, "E1")
x=x.replace (E2, "E2")
x=x.replace (E3, "E3")
x=x.replace (E4, "E4")
x=x.replace (E5, "E5")

y=y.replace (E1, "E1")
y=y.replace (E2, "E2")
y=y.replace (E3, "E3")
y=y.replace (E4, "E4")
y=y.replace (E5, "E5")

z=z.replace (E1l, "E1")
z=z.replace (E2, "E2")
z=z.replace (E3, "E3")
z=z.replace (E4, "E4")
z=z.replace (E5, "E5")

a=a.replace(E1, "E1")
a=a.replace (E2, "E2")
a=a.replace (E3, "E3")
a=a.replace (E4, "E4")
a=a.replace (E5, "E5")

#Adicionar identificador

file.write (">Quimera " + cn + " " 4+ x + "=-" +
y +"/" +z+ "-" 4+ a+ "\n" + new chagasin +
os.linesep)

file.close()
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Apéndice B. Vectores empleados del sistema pCri

6xHis T7 terminator

pCrila
7180 bp

T7 promoter

lacI promoter

Figura 26. Vector pCrila. Disefiado para fusion de proteinas a MBP y 6xHis.
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6xHis T7 terminator

lacI promoter—

pCri8a
6068 bp

Figura 27. Vector pCri8a. Disefiado para la fusién de proteinas a 6xHis.
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Apéndice C. Secuencias y predicciones de solubilidad de quimeras

Tabla 16. Prediccién de solubilidad de quimeras de tres epitopos.

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol

Chagasina L2 L4 L6 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPDSKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN 0.8017 0.604 83.2  -92.4088  0.5433
Q3E_1 E1 E2 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.7471 0.557 85.6 -63.57 0.4791
Q3E_2 E1 E2 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 85.6 -44.84 -0.1843
Q3E_3 E1 E2 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6794 0.523 88.9 -55.96 0.3878
Q3E_4 E1 E3 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNT IGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.7471 0.557 86.4 -71.64 0.5243
Q3E. 5 E1 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.7205 0.579 86.0 -70.76 0.0408
Q3E_ 6 E1 E3 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTERFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN — 0.7512 0.567 86.8 -75.67 0.6119
Q3E_ 7 E1 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTERFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 85.8 -28.29 -0.2259
Q3E_ 8 E1 E4 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.7205 0.579 86.1 -48.21 -0.0460
Q3E. 9 E1 E4 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTERFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6492 0.574 87.9 -46.76 -0.1350
Q3E_10 E1 E5 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.6794 0.523 86.9 -57.15 0.3903
Q3E_11 E1 E5 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN — 0,7512 0.567 85.5 -78.88 0.5694
Q3E_12 E1 E5 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN — 0.6492 0.574 86.0 -36.21 -0.0911
Q3E_13 E2 E1 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.7471 0.557 86.0 -69.75 0.2685
Q3E_14 E2 E1 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 86.2 -47.87 -0.3949
Q3E_15 E2 E1 E5 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN — 0.6794 0.523 86.9 -62.86 0.1781
Q3E_16 E2 E3 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.7471 0.557 829  -83.9654 0.2781
Q3E_17 E2 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6837 0.557 83.0 -54.94 -0.3369
Q3E_18 E2 E3 E5 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN — 0,7172 0.544 85.5 -81.0076  0.2359
Q3E_19 E2 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 86.5 -56.21 -0.4721
Q3E_20 E2 E4 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6837 0.557 83.7 -52.46 -0.4236
Q3E_21 E2 E4 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 85.1 -43.64 -0.5110
Q3E_22 E2 E5 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6794 0.523 85.9 -62.08 0.1452
Q3E_23 E2 E5 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN — 0.7172 0.544 86.4  -75.0754 0.1934
Q3E_24 E2 E5 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 84.3 -37.42 -0.4671
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Tabla 16. Prediccion de solubilidad de quimeras de tres epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q3E_25 E3 E1 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.7471 0.557 84.7 -54.84 0.4632
Q3E_26 E3 E1 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.7205 0.579 84.9 -64.97 -0.0202
Q3E_27 E3 E1 E5 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN — (.7512 0.567 86.8 -56.55 0.5510
Q3E_28 E3 E2 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.7471 0.557 87.5 -70.93 0.4276
Q3E_29 E3 E2 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6837 0.557 83.0 -43.62 -0.1873
Q3E_30 E3 E2 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN — 0.7172 0.544 83.7 -58.19 -0.3847
Q3E_31 E3 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.7205 0.579 86.4 -52.88 -0.0974
Q3E_32 E3 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6837 0.557 83.6 -34.82 -0.2289
Q3E_33 E3 E4 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0,689 0.585 86.4 -55.07 -0.1380
Q3E_34 E3 E5 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN — 0.7512 0.567 86.4 -70.22 0.5181
Q3E_35 E3 E5 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN — 0.7172 0.544 83.0 -55.89 0.3872
Q3E_36 E3 E5 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN — 0.689 0.585 82.9 -66.13 -0.0941
Q3E_37 E4 E1 E2 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 85.4 -38.19 -0.4761
Q3E_38 E4 E1 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.7205 0.579 85.9 -58.19 -0.2962
Q3E_39 E4 E1 E5 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN — 0.6492 0.574 89.0 -58.3 -0.3814
Q3E_40 E4 E2 E1 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6433 0.549 84.2 -43.9 -0.5117
Q3E_41 E4 E2 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6837 0.557 83.3 -54.83 -0.4632
Q3E_42 E4 E2 E5 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 85.1 -36.69 -0.5504
Q3E_43 E4 E3 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.7205 0.579 84.3 -71.08 -0.2866
Q3E_44 E4 E3 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6837 0.557 81.9 -69.45 -0.4181
Q3E_45 E4 E3 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0,689 0.585 85.5 -67.97 -0.3264
Q3E_46 E4 E5 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6492 0.574 86.3 -55.91 -0.4171
Q3E_47 E4 E5 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 86.3 -43.35 -0.5479
Q3E_48 E4 E5 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  (0.689 0.585 84.1 -55.61 -0.3688
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Tabla 16. Prediccion de solubilidad de quimeras de tres epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q3E_49 E5 E1 E2 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.6794 0.523 87.4 -56.70 0.3092
Q3E_50 E5 E1 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN — (,7512 0.567 87.5 -74.13 0.4883
Q3E_ 51 E5 E1 E4 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN — 0.6492 0.574 87.5 -54.22 -0.1722
Q3E_52 E5 E2 E1 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6794 0.523 88.2 -53.41 0.2738
Q3E_53 E5 E2 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN — 0,7172 0.544 85.9 -63.77 0.3220
Q3E_54 E5 E2 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 84.2 -41.07 -0.3385
Q3E_55 E5 E3 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.7512 0.567 82.8 -90.99 0.4978
Q3E_56 E5 E3 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN — 0.7172 0.544 83.3 -77.17 0.3670
Q3E_57 E5 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0,689 0.585 84.9 -64.53 -0.1144
Q3E_ 58 E5 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6492 0.574 87.9 -43.51 -0.2490
Q3E_ 59 E5 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.6085 0.565 81.4 -28.23 -0.3799
Q3E_60 E5 E4 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN — (0.689 0.585 84.2 -49.32 -0.2008
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Tabla 17. Prediccién de solubilidad de quimeras de cuatro epitopos.

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol

Chagasina L2 L4 L6 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPDSKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN 0.8017 0.604 83.2 -92.4088 0.5433
Q4E_1 E1l E2 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPEVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.6 -68.2711 -0.0378
Q4E_2 E1l E2 E3 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 85.2 -65.4961 0.5028
Q4E_3 E1l E2 E4 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.5 -38.4500 -0.0943
Q4E_4 E1l E2 E4 E5 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 87.0 -46.4386 -0.1788
Q4E_ 5 E1 E2 ES5 E3 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLIEELNTISERFTVYLKAN  0,6947 0.531 84.2  -71.7400 0.5394
Q4E_ 6 E1 E2 ES5 E4 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  (0,5943 0.574 842  -39.1207 -0.0860
Q4E_7 E1 E3 E2 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.1 -58.1869  0.0284
Q4E_8 E1 E3 E2 E5 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0,6947 0.531 87.9 -77.7309  0.5688
Q4E 9 E1 E3 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.9 -46.8014 -0.0396
Q4E_10 E1 E3 E4 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6683 0.571 86.4  -56.7463  0.0451
Q4E_11 E1 E3 E5 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 84.4 -64.7694 0.5883
Q4E_12 E1 E3 E5 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6683 0.531 87.8 -76.8770 0.1324
Q4E_13 E1 E4 E2 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.3 -46.8797 -0.0800
Q4E_14 E1 E4 E2 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 84.7 -34.1399 -0.1645
Q4E_15 E1 E4 E3 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 82.9 -39.6214 -0.0828
Q4E_16 E1 E4 E3 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 86.6 -82.6115 0.0022
Q4E_17 E1 E4 E5 E2 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 86.1  -41.3483 -0.1395
Q4E_18 E1 E4 E5 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6683 0.571 86.7 -58.0989 0.3000
Q4E_19 E1 E5 E2 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGS IVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  0.6947 0.531 843  -78.2568 0.5367
Q4E_20 E1 E5 E2 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLEPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 86.1 -41.9018 -0.0886
Q4E_21 E1 E5 E3 E2 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPTVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 86.0 -77.2955 0.4971
Q4E_22 E1 E5 E3 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 87.6 -83.6856 0.0413
Q4E_ 23 E1 E5 E4 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 87.7 -40.8537 -0.1497
Q4E_ 24 E1 E5 E4 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPKLFPEVIDLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6683 0.571 87.5 -62.1811 0.0198
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Tabla 17. Prediccidn de solubilidad de quimeras de cuatro epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q4E_25 E2 E1 E3 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPEVDYNETIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 82.3 -56.9406 -0.2419
Q4E_26 E2 E1 E3 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 85.4 -80.5033 0.2995
Q4E_27 E2 E1 E4 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.7 -64.4914 -0.2696
Q4E_28 E2 E1 E4 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 84.4 -52.5448 -0.3534
Q4E_29 E2 E1 ES5 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6947 0.531 86.0 -71.8839 0.3476
Q4E_30 E2 E1 E5 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 83.5  -40.2908 -0.2777
Q4E_31 E2 E3 E1 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.4  -80.0613 -0.2213
Q4E_32 E2 E3 E1 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6947 0.531 82.9 -83.5715 0.3201
Q4E_33 E2 E3 E4 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLEPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.4  -53.0364 -0.2727
Q4E_34 E2 E3 E4 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6326 0.587 84.9  -49.3377 -0.3562
Q4E_35 E2 E3 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6947 0.531 85.0 -95.5416  0.3561
Q4E_36 E2 E3 ES5 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 81.8 -71.6112 -0.2235
Q4E_37 E2 E4 E1 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 86.4 -58.4770 -0.3009
Q4E_38 E2 E4 E1 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 82.8 -48.1515 -0.3846
Q4E_39 E2 E4 E3 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.2 -75.6981 -0.3158
Q4E_40 E2 E4 E3 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 86.5 -61.6032 -0.3537
Q4E_41 E2 E4 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 87.4  -47.1097 -0.3710
Q4E_42 E2 E4 E5 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 86.7 -50.4887 -0.3259
Q4E_43 E2 E5 E1 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  0.6947 0.531 86.8  -65.0569  0.2799
Q4E_44 E2 E5 E1 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 85.9  -54.5033 -0.3455
Q4E_45 E2 E5 E3 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 87.1 -75.0057 0.2650
Q4E_46 E2 E5 E3 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 85.7 -63.4398 -0.3146
Q4E_47 E2 E5 E4 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 84.8 -51.3006 -0.3818
Q4E_48 E2 E5 E4 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPIVMGNGTLVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 86.2 -66.1627 -0.3361
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Tabla 17. Prediccion de solubilidad de quimeras de cuatro epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q4E_49 E3 E1 E2 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPEVDYNETIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.4 -48.40 -0.0230
Q4E_50 E3 E1 E2 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 85.2 -54.9307 0.4882
Q4E_51 E3 E1 E4 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.6 -45.470 -0.0853
Q4E_52 E3 E1 E4 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 85.5 -49.90 -0.0003
Q4E_53 E3 E1 E5 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 85.1 -58.9068 0.5311
Q4E_54 E3 E1 E5 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  0.6683 0.571 86.6 -60.670 0.0753
Q4E_55 E3 E2 E1 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 83.5 -48.64 -0.0717
Q4E_ 56 E3 E2 E1 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6947 0.531 83.8  -55.4917  0.4691
Q4E_57 E3 E2 E4 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLEPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.1 -31.790  -0.1431
Q4E_58 E3 E2 E4 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6326 0.587 83.7 407835 -0.1817
Q4E_ 59 E3 E2 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6947 0.531 84.8 378387 0.4908
Q4E_60 E3 E2 E5 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.2 -51.0025 -0.0888
Q4E_61 E3 E4 E1 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.6 -49.1318 -0.1166
Q4E_62 E3 E4 E1 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 87.8 -37.7850 -0.0314
Q4E_63 E3 E4 E2 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 83.8 57.2459 -0.1278
Q4E_64 E3 E4 E2 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.6 -40.1624 -0.1674
Q4E_65 E3 E4 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6683 0.571 863  _ggo700 -0.0185
Q4E_66 E3 E4 E5 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.3 59.4992 -0.1424
Q4E_67 E3 E5 E1 E2 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.6947 0.531 853 59849 0.4634
Q4E_68 E3 E5 E1 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  0.6683 0.571 86.5 _409568 0.0076
Q4E_69 E3 E5 E2 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 86.3 -56.1563 0.5176
Q4E_70 E3 E5 E2 E4 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 82.4 44 -0.0915
Q4E_71 E3 E5 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTIVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 85.7 -56.1563 -0.0287
Q4E_72 E3 E5 E4 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPRLTEELNTIAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.1 -44 -0.1526
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Tabla 17. Prediccion de solubilidad de quimeras de cuatro epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q4E_73 E4 E1 E2 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 86.2 -52.0805 -0.2842
Q4E_74 E4 E1 E2 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 85.6 -44.4203 -0.3679
Q4E_75 E4 E1 E3 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 84.1 -56.4077 -0.3188
Q4E_76 E4 E1 E3 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 85.5 -60.2544 -0.2328
Q4E_77 E4 E1 ES5 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 85.3 -20.3367 -0.3543
Q4E_78 E4 E1 E5 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  0.6683 0.571 87.3  -57.6967 -0.1847
Q4E_79 E4 E2 E1 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6632 0.571 82.7 -54.4330 -0.3329
Q4E_80 E4 E2 E1 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNEFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 85.2  -42.0983 -0.4164
Q4E_81 E4 E2 E3 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLEPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 81.8  -55.5272 -0.3478
Q4E_82 E4 E2 E3 E5 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMEFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN  0.6326 0.587 83.9 -54.6000 -0.3856
Q4E_83 E4 E2 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNEFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  (.5943 0.574 84.9  -54.0898 -0.3947
Q4E_84 E4 E2 ES5 E3 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.7 -54.2528 -0.3490
Q4E_85 E4 E3 E1 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 85.6 -63.2630 -0.2982
Q4E_86 E4 E3 E1 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLYSDDALHLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 86.7 -70.2607 -0.2123
Q4E_87 E4 E3 E2 E1 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6632 0.571 83.6 -64.5014 -0.2815
Q4E_88 E4 E3 E2 E5 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPLLY SDDALHLSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 85.3 -50.6716 -0.3196
Q4E_89 E4 E3 E5 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNEFTIVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  0.6683 0.571 86.0 -77.3987 -0.1762
Q4E_ 90 E4 E3 E5 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSLLYSDDALHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 83.9 -69.9522 -0.3001
Q4E_ 91 E4 E5 E1 E2 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNEFTIVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  0.5943 0.574 84.8  -39.8019 -0.4221
Q4E_92 E4 E5 E1 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNETIVAWYFEGGTKESPNESMETVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  0.6683 0.571 86.3  -58.8214 -0.2525
Q4E_ 93 E4 E5 E2 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 86.1 -41.6940 -0.3973
Q4E_ 94 E4 E5 E2 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 83.0 -45.9603 -0.3517
Q4E_ 95 E4 E5 E3 E1 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 86.8 -64.2262 -0.2674
Q4E_ 96 E4 E5 E3 E2 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPFVDYNFTIVAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDALHLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 85.5 -57.1043 -0.3913
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Tabla 17. Prediccion de solubilidad de quimeras de cuatro epitopos (continuacion).

Quimera Epitopos Secuencia de aminoacidos Score de prediccion de solubilidad

L2 L4 L6 SoDOPE  Protein-Sol  SOLart Aggrescan CamSol
Q4E_97 E5 E1 E2 E3 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLEPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN 0.6947 0.531 84.3 -80.1384 0.4582
Q4E_98 E5 E1 E2 E4 VMSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLEPEVIDLGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPEVDYNFTIVSERETVYLKAN 0.5943 0.574 86.2 -54.2222 -0.1672
Q4E_99 E5 E1 E3 E2 MSHKVIKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLEPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 84.5 -81.5368 0.4236
Q4E_100 E5 E1 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 87.9 -69.3072 -0.0322
Q4E_101 E5 E1 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.5552 0.574 82.2 -45.5412 -0.2293
Q4E_102 E5 E1 E4 E3 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVIDLGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  (.6683 0.571 85.6  -63.4069 -0.0597
Q4E_103 E5 E2 E1 E3 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  (0.6947 0.531 82.2  -45.5412  0.4097
Q4E_104 E5 E2 E1 E4 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  (0,5943 0.574 82.5 -37.8448 -0.2157
Q4E_105 E5 E2 E3 E1 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  (0.6947 0.531 843  -69.9661  0.3948
Q4E_106 E5 E2 E3 E4 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN  0,6326 0.587 82.8  -55.3265 -0.1849
Q4E_107 E5 E2 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  (0,5943 0.574 85.3  -39.1827 -0.2869
Q4E_108 E5 E2 E4 E3 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPIVMGNGTLVGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNT ISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 85.0 -53.2138 -0.2412
Q4E_109 E5 E3 E1 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 87.6 -97.4620 0.4442
Q4E_110 E5 E3 E1 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSKLFPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 87.9 -71.5171 -0.0116
Q4E_111 E5 E3 E2 E]1 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6947 0.531 82.7 -81.2409 0.4609
Q4E_112 E5 E3 E2 E4 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPFVDYNFTIVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.9 -65.2890 -0.1189
Q4E_113 E5 E3 E4 E1 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN  (.6683 0.571 83.6 -73.6139 -0.0628
Q4E_114 E5 E3 E4 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPRLTEELNTIGSGSFVDYNFTIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPTVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.3 -46.6514 -0.1867
Q4E_115 E5 E4 E1 E2 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPIVMGNGTLVSERFTVYLKAN  (0,5923 0.574 86.3  -32.2725 -0.2605
Q4E_116 E5 E4 E1 E3 MSHKVTKAHNGATLIVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSKLEPEVIDLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNTISERFTVYLKAN  (.6683 0.571 88.2  -41.0706 -0.0909
Q4E_117 E5 E4 E2 E1 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMEFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.5943 0.574 85.0 -35.0355 -0.2726
Q4E_118 E5 E4 E2 E3 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPRLTEELNT ISERFTVYLKAN 0.6326 0.587 86.0 -45.1895 -0.2269
Q4E_119 E5 E4 E3 E1 VMSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMEFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPKLFPEVIDLSERFTVYLKAN 0.6683 0.571 85.4 -79.0654 -0.1058
Q4E_120 E5 E4 E3 E2 MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPLLYSDDALHLAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNFTIVGSGSRLTEELNTIGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPTVMGNGTLVSERFTVYLKAN 0.6326 0.587 84.0 -46.1391 -0.2297
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Apéndice D. Perfiles cromatograficos
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Figura 28. Cromatogramas de Mutantes de chagasina por IMAC. (A) Chagasina
V18K — F58K, (B) Chagasina V18R — F58R, (C) Chagasina V18R — F58K, (D)
Chagasina V18K — F58R. Linea azul: Absorbancia a 280nm, linea naranja: porcentaje

de buffer de elucion.
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Figura 29. Cromatogramas de Quimera Q109 (A) Fraccién soluble por IMAC, (B)
Prueba por IEX, (D) y (C) Segundo paso por IMAC, (E) Separacién de agregados por
SEC. Linea azul: Abs a 280nm, linea naranja: porcentaje de buffer de elucion.
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Apéndice E. Medios de cultivo y amortiguadores
Medio Luria Bertani (LB)

10g/L de peptona, 5g/L de extracto de levadura y 10g/L de NacCl, ajustar el pH a 7.2

con NaOH 5N y esterilizar por calor himedo, 121°C, 15 minutos, 15 libras de presion.

2TY
16g/L de peptona, 10g/L de extracto de levadura y 5g/L de NaCl, ajustar el pH a 7.0

con NaOH 5N y esterilizar por calor himedo, 121°C, 15 minutos, 15 libras de presion.
TBE 5X

54g/L TrisHCI, 27.5 g acido boérico, 20 mL 0.5M EDTA (pH 8.0)

Buffer de transferencia

Tris-HCI 25mM, glicina 0.2M y metanol 20% a pH 8.3, esterilizar por filtracion a 0.22

pm y resguardar en frasco ambar.
PBS 10x

NaCl 1.27M, KCI 27mM, Na,HPO,, 100mM, KH,HP0,18 mM, ajustar el pH a 7.4 y

esterilizar por calor himedo.
Buffer A

50Mm Tris-HCI pH 9.3, 0.5M NaCl, 5 mM de Imidazol, Glicerol 5%, 1 mM de beta

mercaptoetanol y un coctel de inhibidores de proteasas.
Buffer B

50Mm Tris-HCI pH 9.3, 0.5M NaCl, 500 mM de Imidazol, Glicerol 5%, 1 mM de beta
mercaptoetanol y un coctel de inhibidores de proteasas.
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Apéndice F. colonyPCR

Protocolo: 1 ciclo de 94°C por 2 minutos, 25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por un

minuto y 72°C por 2 minuto. Finalmente 1 ciclo de 72°C durante 7 minutos.

Tabla 18. Secuencia de oligonucleo6tidos utilizados para colonyPCR

Oligonucledtido

Longitud (pb) Tm(°C)

Promotor T7 5 (Forward)  5’'TAATACGACTCACTATAGGGG 3’ 21 51
Terminador T7 3’ (Reverse) 5'CCAAGGGGTTATGCTAGTTA 3’ 20 53
r rrrrrr 1(1..21) r rrrrr 2 (574 .. 593)
i e i‘?:> m) | = T -
T7 pmmotlearC op\smm PRE—PR‘QTSEXmS TEV site M\ngms T7 terminator
rr\msr 1(1..21) r rrrrr 2 (634 .. 653
O > mI —
T7 promctlearc op\eramr 6xHis TEV site M(\:g Hi T7 terminator
EW\EV 1(1..21) ‘MCS r rrrrrr 2 (1746 .. 1765)
5007 10007 15007 T
DIl @ D QE4_19 VIBR-F58R 13 0

T7 promoter | RBS |
C lac operator  6xHis

Figura 30. Amplicones generados por colonyPCR. (A) ChagasinaKK-pCri8a,
593pb, (B) Q19-pCri8a, 653pb, (C) Q19-pCrila, 1765pb. Disefiados in silico en

SnapGene.

89



Apéndice G. Curvatipo de ensayo BCA
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