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RESUMEN

Actualmente, mas de 7 millones de personas se encuentran infectadas por Trypanosoma cruzi, parasito
causante de la Enfermedad de Chagas. El diagndstico oportuno de esta enfermedad, tanto en fase
aguda como cronica, es fundamental para su control y tratamiento; sin embargo, la fase crénica al
presentar una baja e intermitente parasitemia, requiere de la identificacién indirecta del pardasito a través
de la deteccidén de anticuerpos anti-T. cruzi. En México el diagnéstico se realiza mediante pruebas
comerciales a base de extractos totales o purificados de proteinas del parasito provenientes de otros
paises endémicos, que poseen alta sensibilidad, pero baja especificidad ante sueros de individuos
infectados con cepas de T. cruzi mexicanas. Por lo tanto, se propone el uso de antigenos recombinantes
autoéctonos de nuestro pais para la identificacion de sueros reactivos a T. cruzi provenientes de la misma
zona endémica. En el presente trabajo se disefidé un par de oligonucleétidos especificos a cada una de
las secuencias codificantes de las proteinas inmunogénicas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DCY3, Q4CQ28 y
Q4DC56 (identificadas en un trabajo previo del laboratorio en tripomastigotes de distintas cepas
mexicanas), para amplificar, clonar y subclonar dichas secuencias en los vectores pGEM®-T Easy y
pRSET®-A, respectivamente. Esto con la finalidad de producir proteinas recombinantes fusionadas a
una bandera de histidinas y evaluar su antigenicidad ante sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi. El
correcto disefio de oligonucleétidos permitié la clonacion de las proteinas en estudio en el vector
pGEM®-T Easy, obteniendo las construcciones pGEM-TE-2C9, pGEM-TE-Y87, pGEM-TE-CY3 y
pGEM-TE-Q28, a partir de las cuales se subclonaron Gnicamente los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 en
pRSET®-A. Posteriormente, solo la construccion pRSET-A-YC3 fue expresada en E. coli
BL21(DE3)pLysS, produciendo la proteina recombinante His-Q4DYC3. Finalmente, la evaluacion de
dicha proteina con sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi de pacientes mexicanos mostré un bajo
reconocimiento de anticuerpos anti-T. cruzi, concluyendo que la proteina recombinante His-Q4DYC3 no

fue capaz de ser reconocida por muestras serolégicas positivas a T. cruzi, por si sola.
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5.

INTRODUCCION

5.1. ANTECEDENTES GENERALES

5.1.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (ECH), también denominada Tripanosomiasis americana, es una
infeccidn parasitaria sistémica causada por el protozoo Trypanosoma cruzi (Rassi, Rassi y Marin,
2010). La principal via de transmision de esta enfermedad es vectorial, seguida por otras formas
de transmision menos frecuentes como transfusiones de sangre, trasplante de 6rganos, accidentes
laborales con muestras biolégicas de individuos infectados, trasmisibn congénita y oral

(Organizacion Mundial de la Salud, 2018 y De Fuentes y colaboradores, 2019).

Dicha enfermedad cursa por dos fases, la fase aguda se presenta posterior a la infeccion,
prolongandose por semanas o meses. En este periodo se pueden manifestar o no sintomas
inespecificos, por ejemplo, fiebre, dolor 6seo y muscular. Sin embargo, también pueden aparecer
lesiones caracteristicas de la enfermedad como el chagoma de inoculacion o el signo de Romania,
éste ultimo consiste en la inflamacién del parpado debido a la entrada en la piel y/o mucosas de
las heces depositadas por el insecto infectado con T. cruzi. Los pacientes en fase aguda pueden
aliviarse de manera espontanea o evolucionar a una fase cronica, la cual puede ser asintomética
o sintomatica. El 70% de los pacientes permanecen en fase cronica asintomatica mientras que el
30% evolucionan a la fase sintomatica de la enfermedad, desarrollando una afecciéon a nivel
cardiaco (cardiomegalia, ictus o eventos tromboembdlicos), gastrointestinal (megaesoéfago o
megacolon) o a nivel nervioso (neuritis), siendo este Ultimo el menos frecuente (Rassi, Rassi y
Marin, 2010; CDCB, 2016; Aguirre y Sarria, 2018; Murillo, 2018 y Rojo y colaboradores, 2018).

El tratamiento farmacolégico prescrito para la ECH consiste en nifurtimox y/o benznidazol. El
nifurtimox es un nitrofurano que inhibe la sintesis de acidos nucleicos y, por lo tanto, el desarrollo
intracelular del parasito mediante la producciéon de radicales libres de oxigeno y metabolitos
electrofilicos. Por otra parte, el benznidazol es un compuesto nitroimidazol que genera
modificaciones covalentes de biomoléculas de tripomastigotes como ADN, proteinas y lipidos. La
tasa de eficacia de dichos farmacos contra la ECH es de aproximadamente 70% en fase aguda y
menor al 60% en la fase cronica (Sales y colaboradores, 2017; Murillo, 2018 y Rojo y

colaboradores, 2018).
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5.1.2.

5.1.3.

Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

Actualmente, se calcula que a nivel mundial de 7 a 8 millones de personas se encuentran
infectadas por T. cruzi, mostrando un predominio en zonas endémicas de Latinoamérica, siendo
México una de ellas. Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha observado la infeccion con mayor
frecuencia en Norteamérica, diversos paises europeos y algunos del Pacifico Occidental, debido
a la migracion de poblacion latinoamericana infectada a dichas regiones del mundo (Rassi, Rassi,
Marin, 2010, Organizacién Mundial de la Salud, 2018 y De Fuentes y colaboradores, 2019). Con
frecuencia, aunque no de manera exclusiva, esta enfermedad se desarrolla en zonas rurales y
marginadas debido a que los vectores proliferan en casas con paredes de barro, adobe y techos
de paja, promoviendo asi el contacto humano-vector y aumentando el riesgo de contraer la
infeccién (Rassi, Rassi y Marin, 2010; CDC”, 2016 y Aguirre y Sarria, 2018). Otros factores que
influyen en la prevalencia de la tripanosomiasis americana es la elevada adaptabilidad del insecto
vector, es decir, puede habitar diferentes tipos de ambientes y tener gran capacidad de dispersion.
De acuerdo con estos factores México presenta una amplia variedad de regiones endémicas de
tripanosomiasis americana, siendo los estados de Oaxaca, Yucatan, Chiapas, Guerrero, Hidalgo,
Nayarit y Quintana Roo los que han mostrado mayor incidencia con 32 especies de triatominos
como vectores. Diecinueve de estas especies pertenecen al género Triatoma, 6 al género Meccus,
2 al género Panstrongylus y 1 especie de los géneros Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus,
Paratriatoma y Rhodnius (Medina y colaboradores, 2016, Salazar y colaboradores, 2016 y Rojo y
colaboradores, 2018).

Generalidades de T. cruzi

T. cruzi, es un protozoo unicelular polimorfico flagelado que pertenece al subfilo Mastigophora,
orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae, que morfolégicamente se distingue por la
presencia de un organulo llamado cinetoplasto. En su ciclo de vida (Figura 1) este parasito utiliza
como hospederos definitivos a vertebrados como humanos, perros, gatos, roedores, primates,
entre otros; mientras que utiliza como vectores a los triatdbminos, los cuales son artrépodos

hemato6fagos (Palmezano y colaboradores, 2015y CDC, 2017).
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Figura 1. Ciclo biolégico de T. cruzi (Imagen de autoria propia). En el vector, T. cruzi se
encuentra en la parte anterior de su intestino en fase de epimastigote (1), estadio que se reproduce
por fision binaria longitudinal al migrar a la parte posterior del intestino y adherirse a la membrana
perimicrovilar de las microvellosidades intestinales. Posteriormente, pasan los epimastigotes al recto
transformandose en tripomastigotes metaciclicos, fase infectante para los vertebrados. Los
triatdbminos al entrar en contacto con los vertebrados penetran la piel de éste hasta un vaso sanguineo
para alimentarse y al mismo tiempo que ingieren sangre depositan heces en la piel, las cuales
contienen tripomastigotes metaciclicos (2). Estos parasitos pueden entrar con facilidad al organismo
por escoriaciones de piel o mucosas intactas e infectar diferentes tipos de células nucleadas,
principalmente células nerviosas y musculares. Intracelularmente se produce la transformacion de
tripomastigotes metaciclicos a amastigotes (3), los cuales se multiplican por fision binaria longitudinal
hasta generar lisis celular, retornando al torrente sanguineo y diferenciandose a tripomastigotes
sanguineos (4). Este estadio de T. cruzi puede infectar células vecinas o ser ingeridos por triatbminos
(5) y repetir su ciclo biolégico, transformandose en epimastigotes a las pocas horas post-ingestién
(CDC, 2017, Rojo y colaboradores, 2018 y De Fuentes y colaboradores, 2019).

5.1.4. Caracteristicas estructurales de T. cruzi
Las principales estructuras de T. cruzi (Figura 2) consisten en superficie celular, flagelo y
citoesqueleto. Este ultimo alberga diversos organulos como el complejo mitocondria-cinetoplasto,
glicosomas, calcisomas, inclusiones lipidicas y componentes que participan tanto en vias de

endocitosis como en vias de secrecion (De Souza, 2009).
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Figura 2. Estructuras celulares de T. cruzi en sus diferentes estadios (Teixeiray colaboradores, 2012).
Entre los organelos de este pardsito se encuentra el citostoma (1), que es la invaginaciéon de la membrana celular
rodeada por microtubulos subpeliculares en donde se lleva a cabo la via endocitica del parasito, al igual que en la bolsa
flagelar (2) (De Souza, 2009 y De Pablos, 2017). En cuanto a la via secretora de T. cruzi, ésta es realizada por el
reticulo endoplasmico (3), aparato de Golgi (4) y vesiculas del mismo liberadas a través de la bolsa paraflagelar.
Mientras la ruta glucolitica se produce principalmente en el organulo esférico llamado glicosoma (5), el cual contiene
una extensa variedad de enzimas involucradas en el metabolismo de los peroxidos, acidos grasos, purinas, COz, entre
otros (De Souza, 2002 y De Pablos, 2017).

A lo largo de la superficie de T. cruzi se pueden distinguir tres macrodominios: el cuerpo del
parésito, el flagelo y la bolsa paraflagelar. A su vez dichos macrodominios presentan
microdominios de acuerdo con la distribucién de particulas intramembranales, encontrandose el
collar flagelar en la region basal del flagelo, la zona de union flagelo-cuerpo celular y la zona del
citostoma, la cual solo se observa en fases de epimastigote y amastigote. El flagelo de T. cruzi se
localiza en la base del cuerpo celular, formado por nueve tripletes de microttbulos periféricos y un
par central. La longitud de esta estructura varia de acuerdo con la fase en la que se encuentre el
parasito, midiendo 1um en amastigotes intracelulares y hasta 20um en tripomastigotes. Durante
los cambios de fase de T. cruzi el flagelo emerge lateralmente al cuerpo del parasito produciendo
la imagen de una membrana ondulante. Una red de microtubulos y microfibrillas forman el
citoesqueleto del parasito, el cual ayuda a mantener y distribuir los diferentes organulos a lo largo
del cuerpo celular. Entre estos organulos se encuentra el complejo mitocondria-cinetoplasto
(Figura 3), situado cerca del nucleo, cuya forma y organizacion varia segun el estadio en que se

encuentre el paréasito (De Souza, 2009 y De Pablos, 2017).
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Figura 3. Estructura del cinetoplasto de T. cruzi en sus diferentes fases (De Souza,
2009). El cinetoplasto (K) esta formado por un engrosamiento de la mitocondria en el extremo
proximo a la raiz del flagelo, el cual contiene de un tipo especial de ADN (Acido
desoxirribonucleico), denominado K-ADN (ADN del cinetoplasto), organizado en maxicirculos y
minicirculos (De Souza, 2009). Ademas de ADN, este organulo contiene proteinas bésicas en su
estructura, por lo que se especula que sirven para neutralizar la carga negativa del material
genético. En la fase de epimastigote (C) y amastigote (B), las fibras de K-ADN se encuentran
estrechamente compactadas en forma de disco alargado, mientras en fase de tripomastigote (A)
muestran una organizacion mas laxa en forma esférica. Otro organulo que alberga ADN en forma
de cromatina condensada es el nicleo (De Souza, 2009; Pereira y colaboradores, 2009 y De
Pablos, 2017).
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5.1.5. Genomade T. cruzi

En el 2005, El-Sayed y colaboradores publicaron la secuenciacién del genoma completo de T.
cruzi de la cepa CL-Brener, estableciendo que su longitud ronda entre 106.4 y 110.7 megabases,
distribuidos en 41 cromosomas. Dicho genoma contiene aproximadamente 22,000 genes
codificantes y 3,590 pseudogenes. Al menos el 50% del genoma son secuencias repetitivas que
corresponden a retrotransposones, secuencias subteloméricas, ADN satélite T. cruzi especifico y
familias multigénicas de proteinas de superficie. A la mitad de los genes codificantes se les
asignaron funciones putativas por homologia con genes y proteinas ya caracterizados (Figura 4)
(El-Sayed y colaboradores, 2005; De Souza, 2009; Zingales y colaboradores, 2012; De Pablos,
2017 y Callejas, Gironés y Fresno, 2018).

Gene product Members
trans-Sialidase (TS) 1430 (693)
MASP 13?? (433)
Mucin 863 (201)
Retrotransposon hot spot (RHS) protein 752 (557)
Dispersed gene family protein 1 (DGF-1) 565 (136)
Surface protease (gp63) 425 (251)
Mucinlike protein 123
Hypothetical 117
Hypothetical 93
Kinesin, putative 79
Protein kinase (CMGC group) 77
Protein kinase (several groups) 79
Hypothetical protein 42
Glycosyltransferase 52
RNA helicase (elF-4a) 47
Protein kinase (MEK group) 39
MASP-related 38
Glycosyltransferase 36
Hypothetical 35
Amino acid permease 28
AMA ATPase 33
Protein phosphatase 30
Heat shock protein HSPT0 21
Protein kinase (STE group) 25
RNA helicase 23
Phosphatidylinositol phosphate kinase—related 23
Hypothetical 24
Elongation factor 1-y (EF-1-v) 22
DMA helicase (DMNA repair) 21
Actin-related 20
Cysteine peptidase 20

Figura 4. Familias multigénicas del genomade T. cruzi (El-Sayed

y colaboradores, 2005).
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5.1.6.

El ADN nuclear de T. cruzi se expresa de forma diferente al K-ADN. La expresién de genes
codificantes a proteinas en nudcleo produce pre-ARNm (pre-acido ribonucleico mensajero)
policistrénicos, los cuales al generar ARNmM maduros se poliadenilan sin necesidad de una sefal
consensoy se unen al Cap, que es parte de un mini exén o Splice Leader, mediante dos reacciones
de transesterificacion (Trans-splicing). Dicha transcripcién de genes se lleva a cabo por la ARN
(4cido ribonucleico) polimerasa | a diferencia de los organismos eucariotas que utilizan la ARN
polimerasa Il (De Pablos, 2017). Por otra parte, el K-ADN que se encuentra organizado en
maxicirculos codifica para 18 proteinas y dos ARNr (acido ribonucleico ribosomal), mientras los
minicirculos codifican para ARNg (ARN guias no codificantes). La mayoria de los genes
mitocondriales se encuentran ocultos por lo que requieren de un proceso de edicidbn post-
transcripcional llevado a cabo por grandes complejos proteicos (editosoma) y pequefios ARN
guias, para codificar diversas proteinas involucradas en la cadena respiratoria y una proteina
ribosomal. Por lo tanto, los mecanismos de control de la expresion génica se efectian a nivel post-
transcripcional, debido a que como se dijo anteriormente los genes codificantes de proteinas en T.
cruzi estan organizados en unidades policistronicas largas (El-Sayed y colaboradores, 2005 y De
Pablos, 2017).

Diversidad de T. cruzi

Las poblaciones de T. cruzi son complejos multiclonales que difieren genética, molecular,
bioquimica, biolégica, clinica y epidemiolégicamente (Coronado y colaboradores, 2006), por lo que,
su clasificacién a través de los afios se ha realizado siguiendo diferentes enfoques. En los primeros
afios se realizaron andlisis electroforéticos de isoenzimas generando tres grupos llamados
zimodemas (Z1, Z2 y Z3). La clasificacion siguiente, denominada esquizodemas, se basoé en el
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés) del K-
ADN. También, seguin el comportamiento biolégico del parasito en animales de experimentacion,
se establecieron diversos grupos nombrados biodemas. Posteriormente, surgid la clasificacion de
clones de acuerdo con marcadores genéticos que contienen las diferentes cepas. Asi, se
establecieron dos linajes principales, T. cruzi | y T. cruzi I, tras realizar técnicas de RFLP, analisis
de ADN polimérfico y amplificando al azar (RAPD por sus siglas en inglés), reaccion en cadena de
la polimerasa de baja astringencia de oligonucle6tidos especificos (LSSP-PCR, por sus siglas en
inglés), andlisis de microsatélites y polimorfismo de mini exones y ADNr 24S. Sin embargo, también
se realiz6 otra clasificacion que consideraba dos grupos principales, denominados Unidades
Discretas de Tipificacion (DTU, por sus siglas en inglés) | y Il, esta Ultima subdividida en cinco
sublinajes (lla — lle) y DTU | subdividida en cuatro haplotipos (a — d). Finalmente, en un consenso

entre representantes de los paises endémicos de la ECH, se establecié una nueva clasificacién
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que abarca las clasificaciones anteriormente propuestas (Tabla 1), en la cual se designaron seis
DTU denominadas Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI (Tibayrenc, 2003; Guhl y Lazdins, 2007;
Zingales y colaboradores, 2009; De Pablos, 2017 y De Fuentes y colaboradores, 2019).
Recientemente, se ha afiadido una nueva DTU denominada TcBat, correspondiente a un genotipo
de T. cruzi encontrado en murciélagos del centro y sureste de Brasil, el cual no pudo ser catalogado

en una de las DTU ya establecidas (Marcili y colaboradores, 2009).

Tabla 1. Clasificacion actual de T. cruzi.

Designhacion o _ e :
OTU Abreviacion Equivalente de clasificaciones diferentes

I Tcl T.cruzily DTU I

Il Tcll T.cruzilly DTU lIb

i Tclll Z3/Z1 ASAT, Z3-A,DTU llcy T. cruzi lll
v Tc IV Z3,Z73-ByDTU lla

V TcV Z2 boliviano, ADNr %2, clon 39 y DTU Iid
VI Tc VI Z2 Paraguayo, Z-B y DTU lic

5.1.6.1. Variabilidad génica

El tamafio de los genomas de las diferentes poblaciones de T. cruzi llegan a variar hasta en un
48%, aproximadamente 73Mb. Estas diferencias genémicas permiten la identificacion de las
distintas DTU a través de diversos marcadores moleculares que presentan diferentes tamafios,
de acuerdo con su cepa perteneciente. Entre ellos, se encuentran los genes SL, HSP60, GPI,
COll y los ADN ribosomales 24Sa y 18S (Souto y Zingales, 1993; Clark y Pung, 1994; Souto y
colaboradores, 1996; Westenberger, Sturm y Campbell, 2006; Freitas y colaboradores, 2006;
Zingales y colaboradores, 2012 y Zingales, 2018).

Como se mencion6 con anterioridad, la mayoria de las poblaciones de este protozoo han
evolucionado de forma clonal, es decir, los genotipos de las generaciones descendientes son
idénticos o altamente similares al de origen, por lo que la variedad génica de la especie se debe
principalmente a polimorfismos genéticos. Sin embargo, también han surgido eventos de
recombinacion genética entre poblaciones homocigotas de T. cruzi, resultando en la produccion

de cepas con genotipos hibridos, como los pertenecientes a TcV y TcVI, derivados de Tcll y Tclll
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5.1.6.2.

5.1.6.3.

(Vago y colaboradores, 2000; Coronado y colaboradores, 2006; Pena, Renato y Mara, 2009;
Zingales y colaboradores, 2009; Zingales y colaboradores, 2012; De Pablos, 2017 y Goncavales
y colaboradores, 2019).

Variabilidad biolégica

Se especula que el comportamiento bioldgico de cada DTU esté relacionado con su variabilidad
génica, por lo que presentan diversos niveles de infectividad, virulencia, patogénesis, histo-
tropismo y susceptibilidad a farmacos. De acuerdo con lo referenciado en la literatura, Tcl
presenta baja virulencia, pero con alta parasitemia a los 20-30 dias post-infeccion, invade
principalmente células del miocardio y masculo esquelético; siendo la DTU que presenta mayor
resistencia al benznidazol. Los niveles de parasitemia de Tcll y TcV son intermitentes y
aparecen entre los 12-20 dias post-infeccién, su multiplicaciébn puede variar e invade
principalmente al tejido miocardico y nervioso. En cambio, Tclll, TclV y TcVI son poblaciones
altamente virulentas mostrando su maximo nivel de parasitemia a los 7-11 dias post-infeccion,
en la etapa temprana de la enfermedad tienen un tropismo marcado hacia macréfagos; en estos
DTU las alteraciones neuronales son mas frecuentes e intensas. Cabe recalcar que
caracteristicas propias del hospedero pueden modificar los pardmetros mencionados (Andrade
y Magalhées, 1997; Zingales y colaboradores, 2012 y Zingales, 2018).

Variabilidad clinica

La heterogeneidad de las cepas de T. cruzi es considerada uno de los principales factores
implicados en la generacién de diferentes formas clinicas de la ECH, ademas, de las
caracteristicas propias del hospedero como genética, sistema inmunoldgico, edad y sexo

(Zingales, 2018 y De Fuentes y colaboradores, 2019).

La mayoria de los casos registrados en Latinoamérica de esta enfermedad en fase aguda son
causados por Tcl y en menor proporcién por Tclll y TclV. No obstante, en Brasil se han llegado
a reportar algunos casos por Tcll. Por otra parte, la forma congénita de la enfermedad se
encuentra relacionada con todas las DTU a excepcion de TclV. En cuanto a la fase cronica, Tcl
esta implicada en casos del Amazonas, la region Andina, Centroamérica y México; generando
cardiomiopatia chagasica y en individuos inmunocomprometidos, meningoencefalitis. En la
regién cono sur predominan Tcll, TcV y TcVI, produciendo cardiomiopatia severa, megaesofago

y megacolon chagasicos (Zingales, 2012 e lhle y colaboradores, 2019).
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5.1.6.4. Variabilidad epidemiolégica
Diversas condiciones geo-climéticas, por ejemplo: la temperatura, precipitacion y elevacion,
pueden afectar la transmision vectorial, infectividad y distribucién eco-epidemiolégica de T.
cruzi. En condiciones de gran altitud se reportan bajos niveles de parasitemia en individuos
infectados, al igual que en invierno donde se presentan bajas temperaturas. Por el contrario, en

invierno el vector posee una mayor parasitemia que en verano (lhle y colaboradores, 2019). °

Por su parte, Tcll, se encuentra exclusivamente en Suramérica con un notorio predominio del
ciclo doméstico, al igual que TcV y TcVI. En las DTU restantes, Tclll y TclV, el ciclo selvético
sobresale sobre el ciclo doméstico, encontrandose principalmente en Suramérica. No obstante,
TclV también se localiza en el sur de EE.UU. TcBat, hasta el momento ha sido aislado de
mamiferos de Brasil, Panama, Colombia y Chile (Marcili y colaboradores, 2009; Zingales y
colaboradores, 2012; Zingales, 2018 e Ihle y colaboradores, 2019).

7 4

Figura 5. Distribucion eco-epidemioldgica de las seis DTU de T. cruzi en el

continente americano (Zingales y colaboradores, 2012).

A lo largo del territorio mexicano se han aislado mas de 50 diferentes cepas de T. cruzi (Tabla
2) a partir de diferentes especies de Triatdbminos o sueros de individuos infectados, encontrando
gue en nuestro pais las cepas con mayor prevalencia pertenecen a Tcl, sin descartar la

presencia de las otras cinco DTU (Tcll - TcVI) (L6pez y colaboradores, 1997; Sanchez y
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colaboradores, 2001; Bosseno y colaboradores, 2002; Gomez y colaboradores, 2011; Zingales,

2018 y Pérez y colaboradores, 2019).

Tabla 2. Cepas de T. cruzi presentes en México.

Procedencia Procedencia )
o Cepa S Referenciado por
geografica Biologica
CGH1 Triatoma longipennis
CGH2 Triatoma pallidipennis
_ CGH3 T. longipennis
Jalisco
CGHA4 T. pallidipennis
__ : Gomez, et al., 2011
CGH®6 T. pallidipennis
KR1 Triatoma picturata
Oaxaca NINOA Suero humano
Guanajuato INC5 Suero humano
H4 Suero humano
H5 Suero humano
H10 Suero humano
Yucatan
H3 Suero humano
H9 Suero humano
HG Suero humano
T Triatoma spp
Z10 Didelphis marsupialis Lépez, et al., 1997
Yucatan —
Z17 D. marsupialis
Z21 D. marsupialis
Jalisco C4 T. barberi
Morelos EA Suero humano
Zacatecas ZACATECAS Suero humano
CID Suero humano
Oaxaca
FRV Suero humano
COoL08 T. longipennis
Colima : :
COL18 T. longipennis Bosseno, et al., 2002
COLO07 T. pallidipennis
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JRA Suero humano
JJo Suero humano
TEP61 T. barberi
Jalisco : :
SMA230 T. longipennis
SMA212 T. longipennis
TEP22 T. longipennis
TEP19 T. longipennis
MOR11 Didelphis virginiana
M935 Suero humano
Morelos
MORO03 Suero humano
MOR10 T. pallidipennis
CARIO35 Tritoma phyllosoma
NAYO016 T. longipennis
) PLA23 Tritoma phyllosoma
Nayarit :
Ccom1 T. picturata
PLA20 T. picturata
CARI145 T. picturata
CARIO78 T. picturata
) CARI006 T. picturata
Nayarit
CARIO18 T. longipennis
CARI144 T. picturata
SBA026 T. barberi
SBA056 T. barberi
Oaxaca :
JVA022 T. barberi
SBA35 T. barberi
VERO04 D. marsupialis
VEROG6 D. virginiana
Veracruz
VERO5 Philander oppossum
VERO3 P. oppossum
Z44 Didelphis sp
Yucatan Z56 Didelphis sp
H1 Suero humano
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Cux24 T. longipennis
CUX50 T. longipennis
Zacatecas : :
cux21 T. longipennis
CUX36 T. longipennis

(Lépez y colaboradores, 1997; Gomez y colaboradores, 2011 y Bosseno y colaboradores, 2002).

La variabilidad intraespecifica de las cepas de T. cruzi se refleja en una distribucion geogréfica
diferencial y una variacién en sus propiedades biolégicas y antigénicas, que repercuten en los
cuadros clinicos que producen y la respuesta de los pacientes al tratamiento, asi como en la
identificacion de sueros reactivos al parasito. Por ello, el aislamiento y caracterizacion de las

cepas del parasito es necesaria para entender la eco-epidemiologia de la ECH.

5.2. ANTECEDENTES DIRECTOS

5.2.1. Diagndstico de la ECH
El diagnéstico de la ECH debe incluir una correlacion entre datos epidemioldgicos, clinicos y de
laboratorio. En fase aguda, el diagnéstico se realiza principalmente mediante examenes de
observacion directa del parasito en sangre, xenodiagndéstico y hemocultivo, debido a la alta
parasitemia presente. Sin embargo, estas técnicas requieren tiempos prolongados, poseen
sensibilidad variable y su realizacién se debe hacer en sitios especializados. Por otra parte, durante
la fase cronica de la enfermedad se presenta una carga parasitaria baja e intermitente, por lo que
el diagndstico debe basarse en pruebas serolégicas buscando anticuerpos IgG anti-antigenos del
pardsito, las cuales también tienen una sensibilidad y especificidad variable (Umezawa y
colaboradores, 1996; De Marchi y colaboradores, 2011 y Ramirez y colaboradores, 2018). Razén
por la cual, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda la combinacién de una prueba
de alta especificidad (como IH o ELISA con antigenos recombinantes), que elimine la posibilidad
de reactividad cruzada con otros parasitos co-endémicos, y una de alta sensibilidad (como IFI o
ELISA con antigenos crudos) corridas en paralelo para un mejor diagnostico. Ademas, se
recomienda realizar una tercer prueba serologicas para reducir el nivel de resultados
indeterminados a niveles menores del 2% (Duarte y colaboradores, 2014; Mucci y colaboradores,
2017; Organizacion Mundial de la Salud, 2018 y Rojo y colaboradores, 2018). Esto aumenta
considerablemente los costos del diagnéstico, siendo un problema para el sector salud, sobre todo

en paises endémicos de la ECH en los que su economia es limitada.
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5.2.2. Antigenos de T. cruzi
Se ha demostrado que el uso de péptidos sintéticos y/o proteinas recombinantes que contengan
epitopos de células B aumentan la especificidad de los ensayos serodiagnésticos. Ademas, se ha
reportado la disminucién de falsos positivos y falso negativos en los mismos, mediante la
implementacién de preparaciones antigénicas de tripomastigotes y/o amastigotes de cepas
autoctonas de T. cruzi, ya que se obtiene un mejor reconocimiento antigénico de sueros reactivos
a dicho parasito utilizando antigenos que pertenezcan a cepas del mismo origen geogréfico de los
sueros en estudio (Umezawa y colaboradores, 1996; Umezawa y colaboradores, 1999; Sanchez y
colaboradores, 2001; Duarte y colaboradores, 2014; Concha y colaboradores, 2017; Mucci y

colaboradores, 2017 y Lépez y colaboradores, 2019).

Diversos antigenos de T. cruzi con potencial diagnéstico han sido utilizados en diferentes pruebas
diagndsticas (Tabla 3), observando que éstos juegan un papel determinante para la sensibilidad y
especificidad de las mismas. Por lo tanto, la inexistencia de una prueba diagndstica 100% efectiva
para la ECH en México reside en gran parte en la eleccion de los antigenos utilizados.

Tabla 3. Antigenos de T. cruzi con potencial diagndéstico.

Funcién Antigeno Uso diagnostico Descritos por
CRA Lafaille et al., 1989
] Ag30 Ibanez et al., 1988
Antigenos ) ) )
_ . JL8 Infeccion cronica Levin et al., 1989
citoplasméticos
TCR27 Hoft et al., 1989
RP4 Camussone et al., 2009
FRA Lafaille et al., 1989
. Agl Ibafiez et al., 1988
Proteinas asociadas
. JL7 Infeccién crénica Levin et al., 1989
al citoesqueleto _
H49 Cotrim et al., 1995
RP1 Camussone et al., 2009
B12 Gruber et al., 1993
B13
Proteinas de 3
o Ag2 y o Ibafnez et al., 1988
superficie en Infeccion cronica
_ _ TCR39 Hoft et al., 1989
tripomastigote
PEP-2 Peralta et al., 1994
RP5 Camussone et al., 2009
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TcTASV-C Caeiro, et. al., 2018
Sa85-1.1 Centron, et. al., 1992
Ag36 Ibanez et al., 1988
_ JL9 _ , Levin et al., 1989
Proteinas asociadas _ Infeccion crénica
_ ) MAP-like Kerner et al., 1991
a microtubulos y aguda?
RP3 Camussone et al., 2009
B-tubulina Montalvao, et. al., 2018
Infeccién aguda y Frasch & Reyes, 1990
SAPA o
congénita Russomando et al., 2010
Infeccién aguda y
TCNA o Frasch, et. al., 1991
congénita
Infeccién aguda y
TS _ Frasch, et. al., 1991
congénita
. TcLol.2 Infeccion cronica Houghton et al., 1999
Familia de trans- : :
o TcD Infeccién crénica
sialidasas Burns, Jr. et al., 1992
Agl3 y aguda
Region
catalitica de | Confirmacién de

Transsialidas

infeccién crénica

Buchovsky et al., 2001

a
ASP-1 o _
Infeccion crénica Bathia, et. al., 2004
ASP-2
] _ Infeccion cronica
Proteinas regulatorias FL-160 o .
] y seguimiento Cetron et al., 1992; Jazin
complementarias de CEA _
o et al.,, 1995y Meira et al.,
la familia similara TS o
Seguimiento 2004.
CRP160
Mucina de la familia o
o Tipificacion de o
similara TS en TSSA | _ Di Noia et al., 2002
. _ T. cruzi Tc
tripomastigote
Mucina de la familia o
o Tipificacion de o
similar a TS en Di Noia et al., 2002;
TSSAI T. cruzi Tc ll

tripomastigote

Confirmacion

Bhattacharyya et al., 2010
y Cimino et al., 2011
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Ultimos trece

aminoacidos de una

Cardiopatia por

. R13 _ Aznar et al., 1995
proteina ribosomal T. cruzi
P2p Cardiopatia Diez et al., 2006; Fabbro
i et al., 2011 y Breniere et
Proteina ribosomal
al., 2002
TcE Infeccién crénica Houghton et al., 1999
JL5 Cardiopatia Frasch, et. al., 1991
Infeccién crénica
FcaBO Engman et al., 1989
y aguda
Infeccién crénica
1F8 o Gonzalez et al., 1985
Seguimiento
Tc-24 o Krautz et al., 1995
. Seguimiento
Proteinas flagelares F29 y o Fabbro et al., 2007
. _ Infeccién crénica
de union a calcio Tc-29 . Abate et al., 1993
_ Infeccién crénica _
Calflagina Marcipar et al., 2005
Infeccion cronica
Tc28 . Abate, et. al., 1993
Infeccién crénica
FCaBP y o Frasch, et. al., 1991
Infeccién crénica
cy-hsp70 Krautz et al., 1998
Proteinas de golpe de mt-hsp70 Infeccion crénica
calor grp-hsp78 y seguimiento
hsp85 Montalvao, et. al., 2018
Proteina reguladora
de alginate TcAg29 Infeccion crénica DaRocha et al., 2002
) y TcAg48 DaRocha et al., 2002
Proteina de union a , ,
Infeccion crénica
ARN
A6_30 col De Oliveira, et al., 2013
] Tcl
Secuencias
L Tc3 o
repetitivas del Infeccion cronica
] Tc4
genoma (obtenidas
Tc9
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por analisis

bioinformatico)

Tcl0
Tcl2
Tcl5
Tc24
Tch2

Goto et al., 2008

Proteina hipotética

HYPO9

Porcion N-
terminal de
rTc_N_10421
.310

Tc40

Infeccion crénica

Reis, et al., 2014

Lesenechal, et. al., 1997

RNA polimerasa Il

B9 30 cl

Infeccion crénica

De Oliveira, et al., 2013

Glicosilfosfatidilinosito

| anclado a proteinas

TcGl
TcG2
TcG3
TcG4
TcG5
TcG6
TcG7
TcG8

Infeccion aguda y

cronica

Bathia, et. al., 2004
Hassan, et. al, 2019

Glicosilfosfatidilinosito

| anclado a mucinas

Gala3LN

Infeccion aguda y

cronica

Ortega, et. al., 2019
Portillo, et. al., 2019

Proteinas quiméricas

IBMP-8.1
IBMP-8.2
IBMP-8.3
IBMP-8.4
CP3

Infeccion crénica

Dopico, et. al., 2019

Peverengo, et. al., 2018

Enzima degradadora

de matriz extracelular

Tc80

Infeccidn crénica

Bivona, et. al., 2018
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Proteina reguladora Ubiquitina Infeccion crénica Telles, et. al., 1999

a: Presentan reacciones cruzadas con proteinas del citoesqueleto de mamiferos (Da Silveira,
Umezawa y Luquetti, 2001; Bhatia y colaboradores, 2004; Marcipar y Lagier, 2012; De Oliveira y
colaboradores, 2013; Reis y colaboradores, 2014; Bivona y colaboradores, 2018; Caeiro y
colaboradores, 2018; Montalvao y colaboradores, 2018; Peverengo y colaboradores, 2018; Dopico
y colaboradores, 2019; Hegazy y colaboradores, 2019; Gomez y Buscaglia, 2019; Portillo y
colaboradores, 2019).

En los ultimos afios se ha buscado desarrollar nuevas pruebas seroldgicas para la ECH, utilizando
cepas autoctonas de cada pais endémico. En México, solo se cuenta con una prueba serolégica
desarrollada a partir de un extracto total de epimastigotes de cepas mexicanas de T. cruzi, estadio
del parasito presente Unicamente en el insecto vector, que le confiere una alta sensibilidad, pero
bajos niveles de especificidad. Mostrando asi la necesidad de identificar y caracterizar antigenos
de cepas mexicanas para el desarrollo futuro de pruebas diagnésticas con una alta sensibilidad, y
el uso de antigenos recombinantes autéctonos que mejoren su especificidad. En nuestro
laboratorio se llevd a cabo el aislamiento y caracterizacion de cepas de T. cruzi autéctonas de
Oaxaca (zona altamente endémica de esta enfermedad), identificando diversas proteinas y
epitopos antigénicos de tripomastigotes del pardsito, entre las que se encuentran las proteinas a
estudiar en el presente trabajo: Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56.
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JUSTIFICACION

El diagnostico seroldgico de la ECH en fase crénica es fundamental para su control y tratamiento. Se ha
reportado que el uso de antigenos autoctonos para el diagnéstico serolégico de individuos infectados
pertenecientes a las mismas regiones, es mejor y mas sensible, que cuando se utilizan antigenos de
cepas de otros lugares (Umezawa y colaboradores, 1996; Umezawa y colaboradores, 1999; Sanchez y
colaboradores, 2001 y Concha y colaboradores, 2017). Ademas, el uso de antigenos recombinantes
mejora la especificidad en la deteccion serolégica de T. cruzi. Por lo tanto, en este trabajo evaluaremos
antigenos autoctonos de cepas mexicanas identificadas por nuestro grupo de investigacion, para evaluar
su capacidad de reconocimiento de sueros reactivos a T. cruzi, provenientes de las mismas zonas

endémicas de nuestro pais.

HIPOTESIS
Si las proteinas recombinantes de cepas autoctonas de Oaxaca son reconocidas por sueros reactivos a
T. cruzi provenientes de las mismas zonas endémicas, entonces seran Utiles para el diagnéstico de la

Enfermedad de Chagas en fase cronica.
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8. OBJETIVOS

8.1. GENERAL
Evaluar proteinas antigénicas recombinantes de cepas de T. cruzi autdctonas mediante pruebas de

ELISA, con la finalidad de determinar su capacidad de deteccién de muestras seroldgicas reactivas a
T. cruzi.

8.2. PARTICULARES

« Amplificar las secuencias codificantes de las proteinas antigénicas en estudio (Q4DYC3, Q4CQ28,
Q4DC56, Q4D2C9 y Q4CY87) por PCR.

+ Clonar y subclonar los amplicones anteriores en los vectores pGEM®-T Easy y pRSET®-A,

respectivamente, para obtener proteinas antigénicas recombinantes.

+ Seleccionar una de las secuencias clonadas e inducir la proteina recombinante (His-Q4DYC3) con
IPTG para su posterior purificacion con perlas de niquel-sefarosa.

« Evaluar el reconocimiento de la proteina antigénica recombinante obtenida (His-Q4DYC3) con sueros
reactivos a T. cruzi, mediante la prueba de ELISA.
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9. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describe tanto el método como el fundamento de las técnicas a utilizar y/o la funcion

de los componentes y reactivos, segun sea el caso.

9.1.

9.2.

PARASITOS

Durante la realizacion del presente trabajo se utilizaron las formas de epimastigote, tripomastigote y
amastigote de T. cruzi de la cepa NM1-cll aislada en nuestro laboratorio en un trabajo previo. Para el
mantenimiento de cultivos de epimastigotes se realiz6 la re-siembra a una razén de pase 1:10 a partir
de 0.5mL de cultivos anteriores en 4.5mL de medio Infusién de higado triptosa fresco (LIT, por sus
siglas en inglés) (Ce¢H206 11mM, KCI 5.36mM, NaCl 60mM, Na:HPO, 29mM, Infusion de higado,
Triptosa) complementado con SFB (Suero Fetal Bovino) (Gibco® 16000-044) al 10%, ampicilina
(13mM) - estreptomicina (10mM) al 5% y 0.1mg/mL de hemina (Sigma-Aldrich® H9039) mantenidos
en incubacién a 28°C (Zingales y colaboradores, 1997).

El extracto de levadura, infusion hepética, triptosa y SFB presentes en el medio LIT proporcionan
diversos factores de crecimiento, vitaminas, hormonas, proteinas, lipidos, entre otros, que participan
en diversos aspectos biolégicos del parasito (De Paula y colaboradores, 2014). Los antibiéticos
utilizados, ampicilina y estreptomicina generan un efecto bactericida en el medio de cultivo evitando la
presencia de bacterias Gram positivas y Gram negativas contaminantes (Merck, 2018). Por otra parte,
la adicion de hemina, también conocida como grupo hemo, propicia un aumento en la proliferacion de
formas epimastigote al inducir condiciones de estrés oxidativo transitorias mediadas por una via de
sefalizaciéon similar a Calmodulina protein-quinasa Il (CAMKII, por sus siglas en inglés) (De Almeida y

colaboradores, 2011).

BACTERIAS

Las bacterias mencionadas en este trabajo fueron utilizadas para la obtencién de proteinas
recombinantes. Para ello se utilizaron células competentes las cuales son células bacterianas capaces
de aceptar y clonar ADN extracromosomal en estudio y expresar la proteina recombinante

correspondiente (Das y Ranjan, 2015).

En la presente experimentacion se utilizaron células competentes Escherichia coli DH5a con genotipo
(F- 80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl) para la clonacion y subclonacién de las secuencias en estudio (Q4DYC3, Q4CQ28,
Q4DC56, Q4D2C9 y Q4CY87). Por otra parte, las células E. coli BL21(DE3)pLysS con genotipo (B F-

Pagina | 29



9.8.

9.4.

9.5.

9.6.

dcm ompT hsdS(rB — mB —) gal A(DE3) [pLysS Camr]) se utilizaron para la expresion de las proteinas

recombinantes (Invitrogen Corporation, 2006 y Agilent Technologies, 2010).

CULTIVOS CELULARES
El cultivo celular es la técnica por la cual células eucariotas nucleadas aisladas de un organismo vivo
son mantenidas en medio liquido bajo condiciones controladas para promover su crecimiento y/o

diferenciacion (Lynn, 2009 y Sykes y Rankin, 2014).

Para la produccién de tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi de la cepa NM1-cll, se infectaron
cultivos celulares de fibroblastos humanos HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™) en medio Eagles Modificado
de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés, Gibco® by life technologies™ 12100-061) Glucosa alta
suplementado con SFB al 10% y penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich® P4333) (10,000U/uL/mL
en solucion salina de NaCl al 85%), manteniéndolos en incubacion a 37°C con CO; al 5%.

SUEROS HUMANOS

Los sueros humanos reactivos y no reactivos utilizados en esta investigacion fueron adquiridos de la
seroteca del laboratorio y proporcionados por el banco de sangre del estado de Oaxaca y el laboratorio
de T. cruzi de la facultad de quimica de la UABJO.

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

El disefio de los oligonucleétidos correspondientes a cada una de las secuencias codificantes a las
proteinas Q4DYC3, Q4CQ28, Q4DC56, Q4D2C9y Q4CY87, se basb en los siguientes criterios: poseer
una longitud mayor a 15 nucleétidos, un porcentaje de GC (Guanina-Citosina) similar entre ambos
oligonucledtidos (sentido y antisentido), sitios de restriccion acorde a los vectores de clonacion
utilizados, ser una secuencia Unica en el genoma de T. cruzi y mantener el marco de lectura adecuado
para una correcta traduccion. Ademas, se realizé el andlisis bioinformatico de cada oligonucledtido

mediante la base de datos OligoAnalyzer tool (https://bit.ly/2mG5LYX), evaluando la formacién de

estructuras secundarias como horquillas, heterodimeros y homodimeros, que pudieran producir

interferencias durante la amplificacion por PCR de las secuencias codificantes.

ANALISIS BIOINFORMATICO

El analisis in silico de las proteinas en estudio, se baso en la busqueda de caracteristicas generales
de cada proteina en diversas bases de datos. Se determind el tipo de proteina, nimero de aminoacidos,
peso molecular y funciébn biolégica a través de las bases bioinformaticas UniProt
(https://bit.ly/2nA910N), KEGG (https:/bit.ly/2YnIme7), PIR (https://bit.ly/2muu9gp) y TriTrypDB
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9.7.

(https://bit.ly/2nsT3gv). En esta ultima base de datos también se realizé la basqueda de secuencias

ortélogas. La funcidn bioldgica establecida se comprobdé de acuerdo con los dominios de las proteinas

en estudio, los cuales fueron obtenidos con la base Pfam (https://bit.ly/2muNbTS). Las posibles

modificaciones postraduccionales fueron obtenidas a través de la herramienta ScanProsite tool
(https://bit.ly/207hm3G). Mediante los programas SAS (https://bit.ly/2muRdM0) y SWISS-MODEL
(https://bit.ly/2mHXI3t) se obtuvieron las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas en
estudio. La informacién referente al gen codificador a cada proteina se adquirio en la base GenBank

(https://bit.ly/2wdxi7l). Ademas, se recopil6 informacion experimental Gtil mediante ProtParam tool

(https://bit.ly/2NBKbhq) que predice la estabilidad y vida media de proteinas de diferentes organismos.

PCR

La técnica de PCR se desarroll6 basandose en el proceso de replicacion del ADN en los organismos
eucariotas llevado a cabo por la enzima ADN polimerasa. Esta enzima realiza la sintesis de una cadena
complementaria de ADN del sentido 5’ al 3" usando como molde ADN de cadena sencilla, pero a partir
de una regién de doble cadena. Para crear esta region doble cadena se usan los denominados
oligonucledtidos los cuales son una pareja de secuencias nucleotidicas cortas sintetizadas de manera
gue sean complementarias a cada uno de los extremos 5 del fragmento de ADN que se desea
amplificar. Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres
etapas: i) Desnaturalizacion del ADN de doble cadena; ii) Hibridacion de los oligonucleétidos a la
cadena molde de ADN; iii) Elongacion de la cadena sencilla de ADN mediante la enzima ADN
polimerasa, la cual incorpora los desoxinucleétidos trifosfatados presentes en el medio siguiendo la

cadena molde (Cortazar y Silva, 2004 y Mas y colaboradores, 2001).

Por medio de esta técnica de PCR de punto final, se realiz6 la amplificacion de las secuencias
codificantes a las proteinas Q4DYC3, Q4CQ28, Q4DC56, Q4D2C9 y Q4CY87 utilizando un volumen
final de reaccion de 50uL con 10ng de ADN gendmico de T. cruzi NM1-cl1, 5uL de Buffer Taq Platinum
10X (KCl 500mM, Tris-HCI 100mM pH 8.3), 2uL de MgSO., 50mM, 8uL de desoxinucleétidos
trifosfatados (dNTPs, por sus siglas en inglés) 1.25mM (Invitrogen™ 10297018), 1uL de cada
oligonucledtido disefiado y 0.2uL de enzima Tag ADN polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen™
11304011), aforando con agua inyectable libre de nucleasas. La reaccién se llevé a cabo en un
termociclador Veriti® 96-Well con las siguientes condiciones: 1 ciclo inicial de 3 minutos a 94°C seguido
por 30 ciclos de 45 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60°C (alineamiento), 90
segundos a 68°C (extension) y finalmente 1 ciclo de 5 minutos a 68°C. Los productos obtenidos se

analizaron en un gel de agarosa al 1% como se describe a continuacion.
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9.8.

9.9.

ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis es una técnica que consiste en la migracion y separacion de particulas y/o moléculas
cargadas de acuerdo con su tamario, forma y carga, bajo la influencia de un campo eléctrico (Fritsch y
Krause, 2003).

El analisis de diversos productos nucleotidicos se realizé6 mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% preparados y corridos con la solucién tampén TBE 0.5X (Tris 1.3M, Acido borico 450mM, EDTA
25mM). Las muestras a analizar fueron previamente preparadas 1:10 con un Buffer de Carga 10X (Azul
de bromofenol 0.25%, Glicerol 30%, Xilencianol 0.25%), al igual que el marcador de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™ 10787026). El corrimiento se llevo a cabo a 100V por 25 minutos.
Los geles fueron tefidos 10 minutos con bromuro de etidio (1pg/mL) y analizados en un
fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems).

PURIFICACION DE AMPLICONES

El sistema de purificacion de QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN® 28104) utilizado se basa en
la adsorcion de ADN por una membrana de silice a altas concentraciones de sales, en donde los
contaminantes al no unirse a dicha membrana fluyen a través de la misma. Las sales presentes son
removidas con etanol al 70%, mientras el ADN puro presente en la membrana es eluido en condiciones

bésicas a bajas concentraciones de sal (QIAGEN, 2018).

La purificacion de las secuencias amplificadas por PCR se realiz6 mediante cromatografia en columna

con QlAquick® PCR Purification Kit, siguiendo las instrucciones del proveedor.

9.10. CLONACION

En biologia molecular se entiende como clonacién a la insercion de un fragmento de ADN especifico,
gue generalmente corresponde a un gen, en un vector plasmidico. Convencionalmente, se utilizan
enzimas de restriccion para linealizar el vector a utilizar para posteriormente facilitar su ligacién al
inserto de interés, el cual también debe ser cortado por dichas enzimas de restriccion (Jacobus y Gross,
2015y Tan y colaboradores, 2018).

Para clonar y amplificar las secuencias de interés en este estudio, los productos de amplificacion se

clonaron en un vector de clonacion pGEM®-T Easy y posteriormente se subclonaron en un vector de

expresion pRSET®-A para obtener la proteina recombinante. Por lo tanto, el producto de PCR se trat
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para agregar adeninas en sus extremos y se cloné en el vector pPGEM®-T Easy que cuenta con timinas

en sus extremos, lo que permite una alta eficiencia de clonacion.

9.10.1.

9.10.2.

Adenilacién

La adenilacion de los amplicones purificados se llevd a cabo en una mezcla de reaccién que
contuvo 5ulL de amplicones de ADN purificado, 2uL de Buffer para PCR 10X (KCI 500mM, Tris-
HCI 200mM pH 8.4), 1uL de MgCl;, 0.2uL de enzima ADN Taqg polimerasa recombinante
(Invitrogen™ 11615-010) sin actividad de endonucleasa y 5uL de desoxiadenosina trifosfatada
(dATP, por sus siglas en inglés) (Invitrogen™ 10297018), en un volumen final de 20uL. Dicha

mezcla fue incubada a 70°C por 30 minutos.

Reaccion de ligacion

En la reaccion de ligacion entre las secuencias codificantes amplificadas por PCR y el vector de
clonacion pGEM®-T Easy (Figura 6), se utilizaron 3uL de amplicones adenilados, 1uL de enzima
T4 ADN ligasa, 5uL de buffer de ligacion rapida pGEM®-T 2X y 1uL del vector pPGEM®-T Easy
(Promega®© A1360) en un volumen final de 10uL. Dicha mezcla de reaccidn permanecio en
incubacion Over Night (ON) a 16°C. Por otra parte, en la reaccion de ligacion entre los insertos en
estudio, previamente liberados del vector pGEM®-T Easy mediante digestion enzimética, y el
vector de expresion pRSET®-A (Figura 7) linealizado con las mismas enzimas que el inserto, se
utilizé 1uL de enzima T4 ADN ligasa, 2uL de buffer de ligaciéon 10X (Invitrogen™ V35120) y 17uL

de inserto-vector en proporcién 1:3.
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pGEM®-T Easy Vector Map
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pGEM®-T Easy Vector sequence reference points:
T7 RNA polymerase transeription initiation site 1
multiple cloning region 10-128
S5P6 RMNA polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
5P6 RNA polymerase transcription initiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
lacZ start codon 180
lac operator 200-216
f-lactamase coding region 1337-2197
phage f1 region 23802835
lac operon sequences 28362996, 166—395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 29492972
T7 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 29993

Figura 6. Mapa de restriccion del vector pGEM®-T Easy. (A) Gen de resistencia a
ampicilina. (B) Timinas 3’ terminales. (C) Sitios de restriccion. (D) Regiones relevantes de la

secuencia de vector (Promega Corporation, 2015).
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RBS | ATG

Comments for pRSET A
2897 nucleotides C

T7 promoter: bases 20-39
GxHis tag: bases 112-129
T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192
Multiple cloning site: bases 202-248
T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385

f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (b/a) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)

Figura 7. Mapa de restriccion del vector pRSET®-A. (A) Gen de resistencia a ampicilina.
(B) Sitios de restriccion. (C) Regiones relevantes de la secuencia de vector (Corporate
Headquarters, 2010).

9.10.3. Transformacion bacteriana
El proceso en el cual ADN exdgeno logra atravesar la membrana celular e incorporarse al interior
de la célula, en este caso bacteriana, es denominado transformacion (Griffiths y colaboradores,
1999).

Los ADN de plasmido se utilizaron para transformar mediante choque térmico 50uL de bacterias
competentes DH5a o BL21(DE3)pLysS, previamente descongeladas en hielo, con 10uL de
reaccion de ligacion. Colocando la mezcla obtenida 10 minutos en hielo, seguido de 90 segundos

a 42°Cy 30 segundos en hielo, nuevamente. A continuacion se afiadié 1mL de medio Luria Betani
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9.10.4.

9.10.5.

9.10.6.

(LB) (Sigma-Aldrich® L3022) e incubd por 90 minutos a 37°C. Finalmente, 300uL de la mezcla
resultante fue sembrada en una placa de Agar LB con 20uL de X-gal (50mg/mL) (Sigma-Aldrich®
7240-90-6) en el caso de construcciones en pGEM®-T Easy, ampicilina (100ug/mL) (Sigma-
Aldrich®A0166), y cloranfenicol (30ug/mL) (Sigma-Aldrich® C1919) en el caso de células
BL21(DE3)pLysS, e incubada ON a 37°C.

PCR de colonia

La identificacion de colonias transformadas positivas, es decir, que contuvieran el plasmido con el
inserto de ADN esperado de manera extracromosomal, se realiz6 mediante PCR de punto final.
Para ello se utilizé 5uL de agua inyectable inoculada con una colonia bacteriana transformada,
1uL de Buffer PCR 10X, 0.5uL de MgCl, 50mM, 2.5uL de dNTPs 1.25mM, 0.3uL de cada
oligonucleétido y 0.2uL de enzima Taq ADN polimerasa recombinante, aforando a un volumen final
de 10uL con agua inyectable libre de nucleasas. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Veriti® 96-Well a las siguientes condiciones: 1 ciclo inicial de 3 minutos a 94°C seguido por 35
ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60°C (alineamiento), 2 minutos
a 72°C (extension) y finalmente 1 ciclo de 7 minutos a 72°C. Los productos obtenidos fueron

analizados en un gel de agarosa al 1%.

Extraccion de ADN de plasmido por el método modificado de Hirt

Otro método utilizado para la identificacién de colonias transformadas positivas fue la extraccion
de ADN de plasmido siguiendo el método modificado de Hirt, utilizando un detergente neutro
(Tritén X-100), el cual solubiliza la membrana celular, y baja concentracion de sal (NaCl) (Green,
Miller y Hendler, 1971 y Gilden y colaboradores, 1982).

A partir de un cultivo de 3mL de colonias bacterianas crecido ON a 37°C en agitacion contante, se
obtuvo una pastilla bacteriana que fue resuspendida y lisada con 350uL de solucién de lisis STET
(EDTA 1mM, NaCl 0.1M, Tris-HCI 10mM pH 8, Triton X-100 5%) y 250uL de lisozima (10mg/mL,
Tris 10mM pH 8) (Sigma-Aldrich® L6876), posteriormente se realizd la precipitacion de ADN con
Acetato de Sodio 3M e isopropanol en proporcion 1:10 y 1:1, respectivamente. Finalmente, la

pastilla obtenida fue lavada con etanol al 70% y resuspendida en agua MilliQ®.

Extraccion de ADN de plasmido por lisis alcalina
El método de lisis alcalina desarrollado por Birnboim and Doly consiste en separar el ADN de

plasmido del ADN gendmico y otros componentes celulares. Las células bacterianas son lisadas
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9.10.7.

en condiciones alcalinas, liberando ADN de plasmido y ADN gendmico desnaturalizados. Debido
a su tamafio el ADN de plasmido se renaturaliza con mayor facilidad, mientras el ADN genémico
se une a proteinas y lipidos, pudiendo ser precipitado con acetato de potasio y removido por
centrifugacion. Finalmente, el ADN de pladsmido suspendido en el sobrenadante puede ser

precipitado con un alcohol (Carson, Miller y Witherow, 2012).

Siguiendo la metodologia descrita por Sambrook y Russell (2001) se realizé la extraccion de ADN
de plasmido a partir de 10mL de cultivos bacterianos en medio LB con antibiéticos, de acuerdo con
la cepa utilizada, crecidos ON a 37°C en agitacion constante. La pastilla bacteriana obtenida por
centrifugacion a 4,000rpm por 10 minutos se resuspendio en 200uL de solucion alcalina | fria
(EDTA 10mM pH 8, Glucosa 50mM, Tris-HCI 25mM pH 8), posteriormente se agregaron 400uL de
solucién alcalina Il (NaOH 0.2N, Dodecilsulfato sddico (SDS, por sus siglas en inglés) 1%) agitando
por inversion 5 veces, inmediatamente se afiadieron 300uL de solucion alcalina lll fria (Acetato de
potasio 5M, Acido acético glacial 11.5%) mezclando por inversion 5 veces y dejando reposar en
hielo 5 minutos. El lisado bacteriano se centrifugé por 5 minutos a 12,000rpm a 4°C, al
sobrenadante recuperado se le agregaron 2ulL de ARNasa A (10mg/mL) (Sigma-Aldrich® R4875)
y se incubd por 2 horas a 37°C. Se realizaron dos extracciones organicas con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), recuperando la fase acuosa en
ambos casos. La precipitacion de ADN de plasmido se efectlio con un volumen de isopropanol,
siendo lavada con etanol al 70%, se seco la pastilla con el ADN y se resuspendié en 30uL de TE
(Tris-EDTA pH 8.0).

Digestion enzimatica
Las enzimas de restriccion o endonucleasas son proteinas con actividad catalitica que reconocen
y cortan de manera especifica secuencias de ADN de doble cadena palindrémicas, las cuales

pueden estar formadas desde 4pb hasta 8pb (Kumar y Garg, 2005).

Para comprobar la presencia de los insertos amplificados en las construcciones obtenidas en
pGEM®-T Easy se llevaron a cabo digestiones enzimaticas utilizando 2uL de Buffer EcoRI 10X,
0.3uL de la enzima EcoRI (Thermo Scientific™ ER0271) y 200ng de ADN de plasmido en un
volumen final de 20uL. La mezcla de reaccion fue incubada 2 horas a 37°C y su andlisis se realizé
por electroforesis en gel de agarosa al 1%. En las construcciones en pRSET®-A se llevaron a cabo
digestiones enzimaticas dobles con las enzimas de restriccion indicadas en la Tabla 4, 2uL de

Buffer 10X correspondiente a cada par de enzimas y 200ng de ADN de pldsmido en un volumen
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final de 20uL. Ademas, se utilizaron las enzimas Hindlll y Xbal (Tabla 5) para reiterar la correcta

obtencion de las construcciones a secuenciar en pRSET®-A.

Tabla 4. Enzimas de restriccion flanqueantes de las secuencias codificantes en estudio.

Inserto ER1 SR ER2 SR Buffer

Q4D2C9 Kpnit GGTACAC | Hindll? | AMAGCTT Buffer Kpnl! 1X

Q4CY87 Kpnl* GGTAC"C EcoRI GMAATTC Buffer Tango 1X

Q4DYC3 | BamHI®* | GAGATCC Kpnl* GGTAC”C | Buffer BamHI® 1X

Q4CQ28 | BamHI® | GM"GATCC | Hindlll? AMAGCTT | Buffer BamHI® 2X

Q4DC56 Kpnl* GGTAC”C EcoRI GMAATTC Buffer Tango 1X

*ER (Enzima de Restriccion), SR (Sitio de restriccion). Las secuencias de reconocimiento de cada enzima
de restriccion fueron obtenidas en la base de datos REBASE (Restriction Enzyme Database).
L(Thermo Scientific™ ER0521), 2(Thermo Scientific™ ER0505), 3(Thermo Scientific™ ER0055).

Tabla 5. Enzimas de restriccion utilizadas para corroborar las construcciones a secuenciar

en pRSET®-A.
ER1 SR ER2 SR Buffer
Xbal* TACTAGA Hindlll AMAGCTT Buffer Tango 1X

* ER (Enzima de Restriccion), SR (Sitio de restriccion). Las secuencias de reconocimiento de cada enzima
de restriccion fueron obtenidas en la base de datos REBASE (Restriction Enzyme Database). 4(Thermo
Scientific™ ER0681).

9.11. SECUENCIACION
La secuenciacion de las construcciones pRSET-A-YC3, pRSET-A-Q28 y pGEM-TE-Q28 fue realizada
por la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, utilizando

oligonucledtidos ubicados rio arriba y rio abajo de los insertos (Tabla 6).
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Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en la secuenciacion de las construcciones en estudio.

Construccién Oligonucledtido Secuencia
YC3-S 5- CGCGGATCCAAAGCTTTATTTGCGGCG -3
pRSET-A-YC3
pRSETA-AS 5- CTAGTTATTGCTCAGCGGTGG -3’
Q28-S 5- CCGGGATCCCGCCGCCGCCGCACCATG -2
pRSET-A-Q28
pRSETA-AS 5- CTAGTTATTGCTCAGCGGTGG -3’
Q28-S 5- CCGGGATCCCGCCGCCGCCGCACCATG -3
pGEM-TE-Q28
Q28-AS 5- CCCAAGCTTTCATTTTCTTCTGCGGGC -3

Las muestras de ADN de plasmido a secuenciar fueron extraidas mediante QlAprep® Spin Miniprep
Kit (QIAGEN® 27106), siguiendo las instrucciones del proveedor. Dicho kit utiliza el método de lisis
alcalina modificado por Birnboim y Doly, en donde las bacterias son lisadas bajo condiciones alcalinas,
el lisado obtenido es neutralizado y sometido a altas concentraciones de sales que permiten la unién
del ADN de plasmido presente a una membrana de silice para su purificacion y posterior elucion
(QIAGEN, 2015).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas contra las secuencias nucleotidicas correspondientes a
cada proteina de las cepas de T. cruzi CL Brener (Esmeraldo y No Esmeraldo) y Dm28c, utilizando las
herramientas BLAST (https://bit.ly/25Tt90u) y Clustal Omega (https://bit.ly/2Enwpul).

9.12. OBTENCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
La expresiéon de proteinas recombinantes por E. coli, en la presente experimentacion, se encuentra
determinada tanto por el promotor T7 como por el operon lac. Ambos en presencia de IPTG son
reconocidos por sus respectivas ARN polimerasas, iniciando asi su transcripcion y la de genes rio abajo

(Studier y colaboradores, 1990; Marbach y Bettenbrock, 2012 y Rosano y Ceccarelli, 2014).

Para inducir la expresion de las proteinas recombinantes fusionadas a una bandera de histidinas, 10mL
de medio LB con ampicilina (100pg/mL) y cloranfenicol (30pg/mL) se inocularon con cinco colonias
transformadas diferentes de E. coli BL21(DE3)pLysS provenientes de la misma colonia, incubando el
cultivo ON a 37°C con agitacion constante. Posteriormente, se realizé la ampliacion del cultivo a 500mL
de medio LB a una razén 1:100 y se incub6 a 30°C con agitacién hasta obtener una densidad 6ptica

de 0.6 medida a 600nm. En este punto se adicion6 IPTG (Sigma-Aldrich® 16758) a una concentracion
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final ImM y se mantuvo a 30°C en agitacion constante durante 1 hora. Finalmente, se centrifugé el
cultivo a 8,500rpm por 10 minutos a 4°C, descartando el sobrenadante y congelando la pastilla obtenida
a-70°C.

9.13. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
La purificacién de la proteina recombinante His-Q4DYC3 se hizo por cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés) mediante el kit Ni-Sepharose™ 6 Fast Flow
(GE-Healthcare© 17-5318-01), cuyo fundamento se basa en la conocida afinidad de los metales de
transicién, en este caso niquel, hacia el aminoacido histidina en soluciones acuosas (Richard y
Deutscher, 2009).

La pastilla obtenida anteriormente en la induccion proteica se resuspendié en 10mL de Buffer de union
1X (Imidazol 10mM, NaCl 0.5M, NaH,PO4 20mM, pH 7.4) con inhibidor de proteasas cOmplete™ 1X
(Sigma-Aldrich® 10618200). Posteriormente la muestra fue sometida a tres ciclos de congelacién-
descongelacion en nitrégeno liquido y en bafio a 37°C, al término se afadieron 500uL de lisozima
(10mg/mL) y se realizaron varios ciclos de sonicacion por 1 minuto, 10seg ON/OFF y 50% de amplitud,
hasta observar al microscopio una adecuada disgregacion. Se prosiguié a centrifugar la muestra 30
minutos a 8,500rpm a 4°C, la pastilla obtenida (fraccion insoluble) se resuspendié en 10mL de Buffer
Fosfato Salino (PBS, por sus siglas en inglés) 1X (KCI 2.7mM, KH2PO4 1.8mM, NaCl 0.14M, Na;HPO,
10mM), mientras el sobrenadante (fraccion soluble) se colocé en interaccion ON con 2mL de perlas de
Ni-sefarosa, previamente lavadas por triplicado con agua inyectable y aforadas con Buffer de unién 1X,
en una columna Poly-Prep® Chromatography Column (Bio-Rad®© 7311550) a 4°C en agitaciéon. Al
siguiente dia, se obtuvo por goteo la fraccidn soluble no unida a las perlas y posteriormente las perlas
se lavaron 5 veces con 5mL de Buffer de union 1X recuperando 1mL de cada lavado para su posterior
analisis. Finalmente, se realizaron 5 elusiones de la proteina recombinante con 500uL de Buffer de
elusién 1X (Imidazol 500mM, NaCl 0.5M, NaH,PO4 20mM, pH 7.4), cada elusién fue recuperada en
tubos Eppendorf de 1.5mL. Las perlas fueron resuspendidas en 500uL de Buffer de elusion 1X y

almacenadas a -20°C.

9.14. SDS-PAGE
La electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés) es una técnica extensamente utilizada para separar proteinas de acuerdo con su peso
molecular, utilizando el detergente SDS para desnaturalizarlas y proporcionarles una carga negativa

en relacion a su masa molecular (Brunelle y Green, 2014 y Nowakowski, Wobig y Petering, 2014).
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Las

muestras obtenidas durante la purificacion con perlas de Ni-sefarosa (fraccion insoluble, fraccién

soluble no unida, lavados, elusiones y perlas) recibieron un tratamiento previo, afiadiéndoles Buffer de
carga Laemmli 2X (Azul de bromofenol 0.004%, Glicerol 20%, SDS 4%, Tris-OH 0.125mM vy -

mercaptoetanol 10%) en proporcion 1:1 y siendo sometidas a ebullicién violenta por 5 minutos. Una

vez que las muestras fueron desnaturalizadas se cargaron en geles de poliacrilamida al 12% y fueron
corridas durante dos horas a 100V y 400mA en Buffer de corrida 1X (Glicina 250mM, SDS 0.1%, Tris-

HCI

25mM, pH 8.3). Los geles fueron analizados mediante tincion con Azul de Coomassie y por

Western Blot.

9.14.1.

9.14.2.

TINCION CON AZUL DE COOMASSIE
La tincién de proteinas con el colorante Azul de Coomassie se fundamenta en la generacion de
atracciones electrostaticas, como fuerzas de Van Der Walls, entre la molécula del colorante y los
grupos amino de las proteinas, para lo cual se requiere un medio acido proporcionado por el &cido
acético (Carrillo y colaboradores, 2013).

La tincion de geles de poliacrilamida al 12% con Azul de Coomassie (Acido acético 10%, Azul de
Coomassie 3mM, Etanol 50%) se realizé durante una hora en agitacién a 50rpm. Posteriormente,
los geles se lavaron con agua bidestilada por 10 minutos en agitacién antes de ser destefiidos con
solucion decolorante (Acido acético 5%, Etanol 25%) en agitacion ON. Los geles se
fotodocumentaron en un equipo MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems®©).

WESTERN BLOT

La técnica de Western Blot se basa en la transferencia de proteinas separadas mediante SDS-
PAGE a una membrana de alta afinidad, bloqueada posteriormente para reducir o evitar uniones
no especificas del anticuerpo primario, que es el anticuerpo especifico a la proteina de interés.
Este a su vez es detectado por un segundo anticuerpo conjugado a un marcador que produce la

sefal a detectar (Mahmood y Yang, 2012 y Bass y colaboradores, 2016).

La electrotransferencia de las proteinas corridas en geles de poliacrilamida hacia una membrana
de nitrocelulosa se llevé a cabo en una camara electroforética MiniPROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad®©)
con Buffer de transferencia 1X (Glicina 192mM, Metanol 20%, Tris-OH 25mM) durante 1 hora a
100V y 400mA. La membrana fue tefiida brevemente con Rojo Ponceau (Acido acético 5%, Rojo
Ponceau S 0.1%) para verificar la eficiencia de transferencia, se destifié con agua y se bloqueé 1
hora en agitacién con solucién de bloqueo (Leche en polvo Svelty-Nestlé® sin grasa al 6% en PBS

1X-Tween 20 al 0.05%). A continuacién, la membrana fue lavada por 10 minutos con agua
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bidestilada e incubada ON a 4°C con el anticuerpo primario comercial Anti-histidinas producido en
raton (Monoclonal Anti-Hystidine clone His&, Sigma-Aldrich® H1029) en dilucién 1: 1,500. Se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS 1X-Tween 20 al 0.05%, PBS 1X y PBS 1X-
Tween 20 al 0.05%, respectivamente. Posteriormente se incub6 la membrana por 1 hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Anti-antihistidinas conjugado a peroxidasa
producido en cabra en dilucién 1:5,000 (6x-His Tag Polyclonal Antibody HRP, Invitrogen™ PA1-
23024). Por ultimo, se realizaron nuevamente tres lavados con PBS 1X-Tween 20 al 0.05%, PBS
1Xy PBS 1X-Tween 20 al 0.05%. La membrana fue revelada por quimioluminiscencia en el equipo
ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad®) usando el kit SuperSignal™ West Femto, Maximum
Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™ 34095) siguiendo las especificaciones del proveedor
(Sambrook y Rusell, 2001).

9.15. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES
La lisis celular realizada con detergentes, como SDS y Nonidet P-40, se basa en la solubilizacion de
lipidos y proteinas membranales mediante la produccién de poros que eventualmente causaran ruptura
celular. Ademas, ambos detergentes generan desnaturalizacién y ruptura de complejos proteicos
(Brown y Audet, 2008 y Lever y colaboradores, 2015).

Cultivos de 1X108 parasitos (epimastigotes) fueron centrifugados a 3,000rpm por 15 minutos. La pastilla
obtenida fue lavada por triplicado con 1mL de PBS 1X y tratada por 20 minutos con 500uL de buffer de
lisis A (Tris-HCI 50mM pH 7.8, Nonidet P-40 1%, SDS 1%) a 4°C. Posteriormente, la muestra fue

sometida a 5 ciclos de congelacién-descongelacion en nitrégeno liquido y bafio a 37°C.

9.16. CUANTIFICACION DE PROTEINAS
El método utilizado por el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™ 23225) combina la
reaccion de Biuret, que consta de la reduccion del ion Cu?* a Cu* al formar un complejo con los enlaces
peptidicos en medio alcalino, con la deteccién colorimétrica del ion Cu* utilizando acido bicinconinico

(BCA, por sus siglas en inglés) (McClatchey, 2002).

A través del kit anteriormente mencionado se realiz6 la cuantificacién de proteinas totales de los
extractos totales de epimastigotes, tripomastigotes, amastigotes y bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS
(utilizado como control), siguiendo las indicaciones del proveedor. La proteina recombinante His-
Q4DYC3 se cuantific6 mediante una curva patrén de albumina de suero bovino (BSA, de acuerdo con
sus siglas en inglés, Bovine serum albumin) analizada por SDS-PAGE, abarcando de 0.1ug/uL a
500ug/uL.
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9.17. ELISA
El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) detecta y cuantifica
antigenos especificos presentes en una muestra mediante su inmovilizacion en una fase sélida para
Su posterior reconocimiento por un anticuerpo primario especifico, el cual a su vez es reconocido por
un anticuerpo secundario conjugado a una enzima capaz de producir una sefial colorimétrica por la
adicion de su sustrato. Siendo dicha sefal proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra (Shah
y Maghsoudlou, 2016 y Konstantinou, 2017).

Las pruebas de ELISA se realizaron en placas de 96 pozos de alta adherencia, inmovilizados ON a
4°C con 25ug de la proteina recombinante obtenida o extracto total de proteinas en 50uL de buffer de
carbonatos (NaCO3; 16mM, NaHCO3; 34mM, pH 9.6). Posteriormente, se realizaron tres lavados con
200uL de PBS 1X - Tween 20 al 0.1% antes de bloquear los pozos durante 1 hora a 37°C en camara
hameda con PBS 1X - Tween 20 al 0.1% - BSA 3% y realizar, nuevamente, tres lavados con PBS 1X
— Tween 20 0.1%. A continuacion, se afiadieron sueros humanos reactivos y no reactivos a T. cruzi en
dilucién 1:25y 1:50 en PBS 1X — Tween 20 al 0.1% - BSA 3% incubandose 2 horas a 37°C en camara
himeda y realizando 5 lavados posteriores con PBS 1X — Tween 20 0.1%. Se afiadié posteriormente
el anticuerpo secundario conjugado de cabra anti-lgG de humano en dilucién 1:1,000 con PBS 1X —
Tween 20 al 0.1% - BSA 3%, incubando las muestras 1 hora a 37°C. Las placas fueron lavadas 5 veces
con PBS 1X — Tween 20 al 0.1%, antes de adicionar 50uL de solucion reveladora (C¢HsO7 9.49%, H.0-
30%, NaszCesHs07 2.99%, OPD 10mg) a cada pozo y ser incubadas por 15 minutos a 37°C en oscuridad
y cdmara humeda. La reaccion fue detenida con solucion de &cido sulfarico 2N y leida a 490nm un

equipo Max® Jinetico ELISA Micro late Reader a 490nm.
Mediante el Kit diagndstico Test ELISA Chagas Ill (GrupoBios S.A. 1300442), se corroboré la

reactividad o no reactividad de los sueros humanos utilizados, ante T. cruzi, siguiendo las instrucciones

del proveedor.
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10. RESULTADOS

10.1. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS Y ANALISIS BIOINFORMATICO
Con la finalidad de clonar las secuencias codificantes completas de las proteinas en estudio: Q4D2C9,
Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56, llevamos a cabo el analisis bioinformético para el disefio de
los oligonucleétidos correspondientes. Se analizaron in silico tanto las secuencias codificantes de las
proteinas en estudio, como los oligonucleétidos disefiados para amplificar dichas secuencias desde un
coddn después del ATG de inicio, el cual fue eliminado considerando que se utilizara el codén de inicio
de la bandera de Histidinas colocada rio arriba, hasta el codén de paro de la secuencia en estudio. En
ambos extremos se agregaron las secuencias para las enzimas de restriccion que fueron utilizadas
para su clonacion dirigida en los vectores pGEM®-T Easy y pRSET®-A (Tabla 7) (Lodge, Lund y
Minchin, 2007). Ademas, se agregaron nucleétidos extras en la posicion necesaria de acuerdo con el
manual de usuario 2002-03 New England BioLabs®© Inc., para mantener en fase las secuencias en
estudio con la bandera de histidinas del vector y poseer el nimero de nucleétidos necesarios en los
extremos de los amplicones para un adecuado acoplamiento de las enzimas de restriccion (Caldwell,
Williams y Caldwell, 2006). Finalmente, nos aseguramos que el porcentaje de nucleétidos G y C fuera
similar entre ambos oligonucledtidos, a fin de obtener una Tm compatible entre los mismos. El andlisis
de las secuencias de las proteinas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28y Q4DC56, y sus secuencias
codificantes, se realizé utilizando como referencia las secuencias pertenecientes a la cepa CL Brener
Tc00.1047053505163.80, Tc00.1047053510001.20, TcCLB.511817.40, TcCLB.510681.30 vy
Tc00.1047053508317.80 (de acuerdo con su numero de identificacion en la base TriTrypDB),
respectivamente, ya que es la cepa de referencia del proyecto genoma de T. cruzi, la cual cuenta con
su genoma totalmente secuenciado, ademas de presentar la mayoria de caracteristicas relevantes de
este parasito y estar ampliamente caracterizada de forma experimental (Zingales y colaboradores,

1997 y Lacerda y colaboradores, 2008).

Las secuencias nucleotidicas codificantes a las proteinas en estudio fueron extraidas en formato
FASTA para el disefio de oligonucleétidos (Anexo 15.1), observando que dichas secuencias varian
entre 867 y 2,466pb. Como se muestra en la Tabla 7, se disefié un juego de oligonucleétidos sentido
y antisentido para cada secuencia en estudio. En el caso de las secuencias codificantes de Q4D2C9,
Q4CY87 y Q4DYC3, el contenido de GC de ambos oligonucle6tidos es similar, obteniendo una Tm
cercana. Por el contrario, en el caso de las secuencias codificantes de Q4CQ28 y Q4DC56, el contenido
de GC y por consiguiente sus Tm son diferentes. Sin embargo, no fue necesario afiadir nucledtidos
adicionales ni de la secuencia codificante ni de la no codificante (extremo 5’ 0 3’), debido a que afectaria

el tamafio, costo y funcionalidad de los oligonucledtidos ya que de cualquier modo cumplen con la regla
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experimental que refiere usar como temperatura de alineamiento 60°C al tener un contenido de GC es

mayor o igual al 50% y 55°C si es menor al 50%.

Tabla 7. Oligonucledétidos utilizados en la amplificacion por PCR de las secuencias codificantes
a las proteinas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56.

Proteina | On Secuencia L Nt | %GC ER
s 5 -&C,GGTACC(\SEJGACACAGCACAATTAACAC-3 29 19 55 2 Kpnl
NF SR NF
Q4D2C9
AS 5 -ICGC,AAGCTT”CTAIGCCACGCCCTTCATTGCG-3 30 21 60 Hindlll
NF SR CP
s 5- CCGGGTACC\CEJGGGGATTTACCTTCCAATGAG -3 32 21 59 4 Kpnl
NF SR NF
Q4Cv87
AS 5- CCGGAATTCGCGCTATCGCTTTTCCTCTTC -3 30 | 18 | 533 | EcoRrl
NF SR NF CP
s 5'- CGCGGATCCAAAGCTTTATTTGCGGCG -3 27 18 556 BamHI
NF SR
Q4DYC3
AS 5- ‘GCG(IZGGTAC(%TCAIGAACTTGAAAACCATC -3 29 19 51.7 Kpnl
NF SR CP
s 5- CCGGGATCCCGCCGCCGCCGCACCATG -3 27 18 815 BamHI
NF SR
Q4CQ28
AS 5- CCCAAGCTTTCATTTTCTTCTGCGGGC -3 27 18 51.9 Hindlll
NF SR CP
s 5- CCpGGTACCG\_GJCGTTCTGGGGGAGACGG -3 28 17 75 Kpnl
NF SR NF
Q4DC56?
ASL 5- C&GGAATTCTCAGCGGAATATGGACTTCG -3 31 19 51.6 EcORI
NF SR CpP

* On (Oligonucledtido), S (Oligonucledtido sentido), AS (Oligonucleétido antisentido), Nt (Nucleétidos que
abarcan los oligonucleoétidos en la secuencia de ADN codificante a la proteina correspondiente), L (Longitud

total de nucleétidos del oligonucleétido), %GC (Porcentaje Guanina-Citosina), ER (Enzima de restriccion),
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NF (Nucledtidos flanqueantes), SR (Sitio de restriccion), CP (Codon de paro), (el oligonucle6tido antisentido

de Q4DC56 no fue disefiado en el presente trabajo, pero fue utilizado durante el mismo).

La especificidad de los oligonucle6tidos disefiados para las secuencias codificantes a amplificar se
comprobd alineando la secuencia de cada oligonucleétido contra el genoma de T. cruzi CL Brener
mediante la herramienta BLAST de la base de datos TriTrypDB. Para ello se analizaron las secuencias
gue presentaron los menores valores de Expect value (E value) para cada oligonucleétido, ya que entre
menor sea dicho valor mayor es la similitud entre ambas secuencias. Conforme a la Figura 8, los
oligonucledtidos Q4D2C9-S y Q4D2C9-AS se alinearon con mayor especificidad a la secuencia
TcCLB.505163.80:mRNA, la cual codifica para la proteina esperada Q4D2C9 de 2,397pb, por lo que
no se esperaria obtener amplificaciones inespecificas al utilizar dicho par de oligonucleétidos en la

presente experimentacion.

Q4D2C9 -S
Length=29 Score E
TcCLB.505163.80:mRNA | gene=TcCLB.505163.80 | organism=Trypanos... 37.4 0.001

>/ TCCLB.505163.8@:MRNA | gene=TcCLB.505163.80 | organism=Trypanosoma_cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | gene_product=oligosaccharyl

transferase subunit, putative | transcript_product=oligosaccharyl transferase subunit, putative| location=TcChr3g-pP:364548-366936(+)
| length=2397 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | 1s_pseudo=false

score = 37.4 bits (48), Expect = ©.001 Query 10 GGACACAGCACAATTAACAC 29
|Identities = 20/26 (100%)| Gaps = /20 (%) ARRRARRRRERREENRNR
strand=pIus/Plus Sbjct 3 GGACACAGCACAATTAACAC 22

Q4D2C9 - AS

Length=30 Score E

TcCLB.505163.80:mRNA | gene=TcCLB.585163.80 | organism=Trypanos... 39.2 5e-04

> TcCLB.585163.80:mRMA | gene=TcCLB.505162.80 | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | gene_product=oligosaccharyl

transferase subunit, putative | transcript_product=oligosaccharyl transferase subunit, putative | location=TcChr38-P:364540-366936(+)
| length=2397 | sequence_sO=chromosome | so=protein_coding | is_pseudo=false Length=2397

score = 39.2 bits (42), Expect = 5e-04 Query 1 CGCAATGAAGGGCGTGGCTAG 21
|Identities = 21/21 (leeX)| Gaps = @/21 (@%) RERERRRRRRRRR RN
strand=plus/pPlus sbjct 2377 CGCAATGAAGGGCGTGGCTAG 2397

Figura 8. Alineacion de los oligonucle6tidos disefiados para la secuencia codificante a la proteina
Q4D2C9 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Tanto el oligonucleétido sentido (Q4D2C9-S) como antisentido
(Q4D2C9-AS) se alinearon a la secuencia TcCLB.505163.80:mRNA (recuadros rosas) de 2,397pb (recuadros rojos) con
un porcentaje de identidad del 100% (recuadros morados), presentando los menores valores de E value (recuadros

azules), respecto a otras secuencias.

Como se muestra en la Figura 9, tanto el oligonucleétido sentido como el antisentido de Q4CY87 se

alinean con mayor especificidad a la secuencia codificante de dicha proteina
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(TcCLB.510001.20:mRNA), respecto al resto de las proteinas presentes en T. cruzi. Por esta razon, se
predice no obtener productos inespecificos durante la amplificacion por PCR de la secuencia
codificante de Q4CY87.

Q4CY87 -8
Length=32

Score E
TcCLB.510001.20:mRNA || gene=TcCLB.510001.20 | organism=Trypanos... 39.2 6e-04

> TCCLB.510001.28:mRNA | gene=TcCLB.510001.20 | organism=Trypanosoma_cruzi CL_Brener_HNon-Esmeraldo-like| gene_product=hypothetical
protein, conserved | transcript_product=hypothetical protein, conserved | location=TcChr36-P:359367-361832(+) |

length=2466 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=2466

Score = 39.2 bits (42), Expect = 6e-84 Query 12 GGGGATTTACCTTCCAATGAG 32
[Ldentities = 21/21 (100%)} Gaps = @/21 (e%) FCLCCEEEEEETEEETET LT
strand=Plus/Plus Sbjct 4 GGGGATTTACCTTCCAATGAG 24

Q4CY87 - AS

Length=3@ Score E

TcCLB.510001.20:mRNA | gene=TcCLB.510901.20 | organism=Trypanos... 33.7 |0.020

> TcCLB.510001.20:mRNA || gene=TcCLB.510001.20 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like| gene product=hypothetical
protein, conserved | transcript product=hypothetical protein, conserved | location=TcChr36-P:359367-361832(+) |
length=2466 | sequence SO=chromosome | SO=protein coding | is pseudo=false Length=2466

Score = 33.7 bits (36), Expect = 9.020 Query 1 GAAGAGGAAAAGCGATAG 18
|Identities = 18/18 (100%)| Gaps = ©/18 (%) ARRRRARRRRR RN
Strand=Plus/Plus Sbjct 2449 GAAGAGGAAAAGCGATAG 2466

Figura 9. Alineaciéon de los oligonucle6tidos disefiados para la secuencia codificante a la proteina
Q4CY87 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Los oligonucledtidos sentido (Q4CY87-S) y antisentido (Q4CY87-
AS) se alinearon a la secuencia TcCLB.510001.20:mRNA (recuadros rosas) de 2,466pb (recuadros rojos) con un
porcentaje de identidad del 100% (recuadros morados), presentando los valores minimos de E value (recuadros azules),

respecto a otras secuencias.

La Figura 10 muestra que la secuencia del oligonucleétido sentido de Q4DYC3 solamente se aline6 a
la secuencia TcCLB.511817.40:mRNA, con una identidad del 100% y el menor valor de E value. Esta
secuencia corresponde a la proteina en estudio Q4DYC3 de 867pb. En la alineacion del oligonucle6tido
antisentido se encontraron dos secuencias con el menor valor de E value (0.005) y el mismo porcentaje
de identidad (100%), las cuales corresponden a la secuencia codificante de la proteina esperada
(Q4DYC3) y a su secuencia ortéloga en CL Brener Esmeraldo (TcCLB.510521.10) de 540pb. Al utilizar
en conjunto ambos oligonucledtidos, se esperaria que amplificara logaritmicamente y por lo tanto en
mayor proporcion la secuencia codificante de Q4DYC3, debido a que la secuencia TcCLB.510521.10
amplificaria aritméticamente durante los primeros ciclos de PCR y al no sera delimitada por otro

oligonucledtido, su cantidad final ser4 despreciable.
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Q4DYC3 - S

Length=27 Score E

TcCLB.511817.4@:mRNA | gene=TcCLB.511817.40 | organism=Trypanos... 33.7 9.013

> TCCLB.511817.4@:mRNA | gene=TcCLB.511817.40 | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | gene_product=NADH-cytochrome

b5 reductase, putative | transcript product=NADH-cytochrome b5 reductase, putative | location=TcChrl3-pP:248057-240923(-)
| length=867 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=867

Score = 33.7 bits (36), Expect = 0.9013 Query 1@ AAAGCTTTATTTGCGGCG 27
|Tdentities = 18/18 (100%)| Gaps = @/18 (%) ARRRARERRRRRNERN
Strand=Plus/Plus Sbjct 4 AAAGCTTTATTTGCGGCG 21
Q4DYC3 - AS
Length=29 Score E
TcCLB.518521.10:pseudogenic_transcript | gene=TcCLB.510521.10 |... 35.6 0.805
TcCLB.511817.49:mRNA | gene=TcCLB.511817.40 | organism=Trypanos... 35.6 9.005

> TcCLB.518521.10:pseudogenic_transcript | gene=TcCLB.518521.10
| organism=Trypanosoma_cruzi CL_Brener_Esmeraldo-like | gene_product=NADH-cytochrome b5 reductase (pseudogene), putative
| transcript product=NADH-cytochrome b5 reductase (pseudogene), putative | location=TcChri3-5:240224-240763(-) | length=540

| sequence_so=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=true Length=540
Score = 35.6 bits (38), Expect = 0.005 Query 1 GATGGTTTTCAAGTTCTGA 19
[1dentities = 19/19 (10e%)] Gaps = e/19 (o%) NRRNRRRRRRARRARANE
Strand=Plus/Plus Sbjct 522 GATGGTTTTCAAGTTCTGA 540

> TcCLB.511817.40:mRNA | gene=TcCLB.511817.48 |organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like | gene_product=NADH-cytochrome

b5 reductase, putative | transcript_product=NADH-cytochrome b5 reductase, putative | lecation=TcChri3-pP:24@857-240923(-)
| length=867 | sequence_SoO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=867

Score = 35.6 bits (38), Expect = @.9005 Query 1 GATGGTTTTCAAGTTCTGA 19
[Tdentities = 19/19 (1@@%),| Gaps = 8/19 (6%) ARRARRRRRRARR A
Strand=plus/Plus Sbjct 849 GATGGTTTTCAAGTTCTGA 867

Figura 10. Alineacién de los oligonucleotidos disefiados para la secuencia codificante a la proteina
Q4DYC3 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Ambos oligonucleétidos (Q4DYC3-S y Q4DYC3-AS) se alinearon a
la secuencia TcCLB.51181740:mRNA (recuadros rosas) de 2397pb (recuadros rojos) con un porcentaje de identidad del
100% (recuadros morados), presentando los menores valores de E value (recuadros azules), en comparacion a otras
secuencias del genoma de T. cruzi.

De acuerdo con la Figura 11, los oligonucleétidos sentido Q4CQ28-S y antisentido Q4CQ28-AS son
capaces de alinearse con mas de una secuencia del genoma de T. cruzi de forma especifica al poseer
un porcentaje de identidad del 100%. Entre estas secuencias se encuentra la de nuestro interés
(TcCLB.510681.30:mRNA), que al ser la Unica a la que se unen ambos oligonucleétidos se predice que

su amplificacion por PCR no generara productos inespecificos.
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Q4CQ28 -S

Length=27 Score | E
TcCLB. 518679, 100 :mRNA | gene=TcCLB.510679.10@ | organism=Trypan... 33.7 |0.013
TcCLB.518679.60:mRNA | gene=TcCLB.510679.60 | organism=Trypanos... 33.7 [6.013

TcCLB.510681.30:mRNA | gene=TcCLB,510681.30 | organism=Trypanos... 33.7 |©.013

> TCCLB.510679.100:mRNA | gene=TcCLB.510679.16@ | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener Non-Esmeraldo-like | gene_product=lipase,
putative | transcript_product=lipase, putative | location=TcChr31-P:381988-383016(+) | length=1829 | sequence_SO=chromosome
| so=protein coding | is pseudo=false Length=1829

Score = 33.7 bits (36), Expect = 0.813 Query 10 CGCCGCCGCCGCACCATG 27
[[dentities = 18/18 (100%)} Gaps = @/18 (%) NERERRRRRRRERRANY
Strand=pPlus/Plus sbjct 4  CGCCGCCGCCGCACCATG 21

> TCCLB.510679.60:mRNA |gene=TcCLB.510679.60 |organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_HNon-Esmeraldo-like| gene_product=lipase,
putative | transcript_product=lipase, putative | location=TcChr31-p:387371-388231(+)| length=861 | sequence_SO=chromosome
| so=protein_coding | is_pseudo=false Length=861

Score = 33.7 bits (38), FExpect = 8.013 Query 10 CGCCGCCGCCGCACCATG 27
[Identities = 18/18 (1e6%)|} Gaps = /18 (0%) _ CEPEEEEETTEEETTT T
Strand—Plus/Plus Sbict 4  CGCCGCCGCCGCACCATG 21

> TCCLB.516681.30:mRNA | gene=TcCLB.510681.30 | organism=Trypanosoma_cruzi CL_Brener_ Non-Esmeraldo-like | gene product=lipase,
putative | transcript product=lipase, putative | location=TcChr31-pP:374870-375916(+)| length=1047 | sequence SO=chromosome

| so=protein_coding | is_pseudo=false

Score = 33.7 bits (26), Expect = 8.013 Query 18 CGCCGCCGCCGCACCATG 27
[[dentities - 18/18 (100%)} Gaps = @/18 (0%) _ LELCETEETTETEETET
Strand=Plus/Plus Sbjct 4 CGCCGCCGCCGCACCATG 21
Q4CQ28 - AS
Length=27 Score E
TCCLB.510679.7@:MRNA | gene=TcCLB.51@679.70 | organism=Trypanos... 33.7 [@.913
TCCLB.510681.3@:MRNA| | gene=TcCLB.51@681.30 | organism=Trypanos... 33.7 [0.913

> TcCLB.510679.7@:mRNA | gene=TcCLB.510679.70 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like | gene_product=lipase,
putative | transcript_product=lipase, putative | location=TcChr31-P:386370-387814(+) | length=645 | sequence SO=chromosome
| sO=protein_coding | is_pseudo=false Length=645

Score = 33.7 bifs (36), Expect = 0.013 Query 1 GCCCGCAGAAGAAAATGA 18
[tdentities = 18/18 (100%)| Gaps = 0/18 (8%) _ ARRRNARR RN
Strand=plus/Plus Shjct 628 GCCCGCAGAAGAAAATGA 645

> TcCLB.510681.30:mRNA| | gene=TcCLB.510681.3@ | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Non-Esmeraldo-like | gene_product=1if
putative | transcript product=lipase, putative | location=TeChr31-P:374878-375916(+) | length=1847 | sequence_SO=chromos
| So=protein_coding | is_pseudo=false Length=1847

Score = 33.7 bits (36), Expect = 9.013 Query 1 GCCCGCAGAAGAAMATGA 18
[Identities = 18/18 (100%)} Gaps = e/18 (@%) RRRRRRRERAE Y
Strand=Plus/Plus Shjct 1030 GCCCGCAGAAGAAAATGA 1047

Figura 11. Alineacion de los oligonucleoétidos disefiados parala secuencia codificante ala proteina
Q4CQ28 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Tanto el oligonucledtido sentido (Q4CQ28-S) como
antisentido (Q4CQ28-AS) pueden alinearse con mas de una secuencia del genoma de T. cruzi con un 100% de
identidad (recuadros morados). Entre las secuencias con el valor mas bajo de E value (recuadro azul) se encuentra

la de nuestro interés, TcCLB.510681.30:mRNA (recuadros rosas) formada por 1,047pb (recuadros rojos).
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En las Figuras 12.1y 12.2 se muestra que los oligonucleétidos Q4DC56-S y Q4DC56-AS se pueden
alinear a diferentes secuencias gendmicas presentes en T. cruzi de forma especifica, de acuerdo con
su porcentaje de identidad y valores de E value. Tres de las secuencias obtenidas, incluyendo la
secuencia codificante de Q4DC56 (TcCLB.518317.80:mRNA), se alinean a ambos oligonucle6tidos
implicando que cualesquiera de ellas o todas pueden ser amplificadas durante la PCR a realizar, sin
poder ser diferenciadas, debido a que presentan tamafios similares, de 1,800pb aproximadamente.
Para corroborar que el producto amplificado y ligado a pPGEM®-T Easy corresponda a la secuencia de
nuestro interés (Q4DC56), sera necesario realizar una reaccion de PCR anidada utilizando

oligonucledtidos especificos a dicha secuencia.
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Q4DC56 -8

Length=28 score £

|T(CLB.595267.58:mRHA|| gene=TcCLB.5@5267.50 | organism=Trypanos... 33.7 9.015
TcCLB.507799.5:mMRNA | gene=TcCLB.507799.5 | organism=Trypanosom... 33.7 0.015
|T(CLB.508317.12@:mRNA|| gene=TcCLB.508317.128 | organism=Trypan... 33.7 0.015
TCCLB.508317.129:mMRNA | gene=TcCLB.5€8317.129 | organism=Trypan... 33.7 ©.015
TcCLB.508217.80:mRNA | gene=TcCLB.5@8317.80 | organism=Trypanos... 33.7 9.015

>|T(CLB.595267.58:mRNAIgene:TcCLB.5@5267.50|organism=Trypanosoma7cruziﬁCLiBrenerimon—Esmeraldo—like|gene_product:mannosyl—oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript_product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative | ’

location=TcChr31-P:24437-26230(-) | length=1794 |sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=1794
Score = 33.7 bits (36), Expect = ©.015 Query 11 GCGTTCTGGGGGAGACGG 28

[Identities = 18/18 (100%)] Gaps = ©/18 (0%) FEVEETETTETE LT

Strand=Plus/Plus sbjct 3 GCGTTCTGGGGGAGACGG 20

> TcCLB.507799.5:mRNA | gene=TcCLB.507799.5 | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative (fragment)| transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative (fragment)

| location=TcChr22-5:672965-673282(+) | length=218 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=318
Score = 33.7 bits (36), FExpect = 0.915 Query 11 GCGTTCTGGGGGAGACGG 28

|Identities = 18/18 (1ee%)} Gaps = /18 (%) ) NN ANAY
Strand—Plus/Plus Shjct 3 GCGTTCTGGGGGAGACGG 20

>|TcCLB.5@8317.lZB:mRNAlgene=TcCLB.5@831?.12@ | organism=Trypanosoma_cruzi CL Brener Esmeraldo-like| gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase 1B, butative |

location=TcChr22-5:488098-489891(+) | length=1794| sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=1794
Score = 33.7 bits (36), Expect = 8.015 Query 11 GCGTTCTGGGGGAGACGG 28
[Identities = 18/18 (100%)] Gaps = /18 (&%) NRRRRRNRRRRAEY
Strand=Plus/Plus sbjct 3  GCGTTCTGGGGGAGACGG 28

> TcCLB.508317.129:mRNA | gene=TcCLB.508317.129 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB,putative (fragment)|transcript_product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative (fragment)|

location=TcChr22-5:490191-490928(+) | length=738 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding |is_pseudo=false Length=738
Score = 33,7 bits (36), Expect = @.015 Query 11 GCGTTCTGGGGGAGACGG 28

|Identities = 18/18 (100%)) Gaps = /18 (&%) RRERRRRRRRRARRRR
Strand=Plus/Plus Sbjet 3 GCGTTCTGGGGGAGACGG 26

> TcCLB.508317.80:mRMA | gene=TcCLE.508317.8@ | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like |gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase 1B, putative| transcript_product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative| location=

TcChr22-5:481470-483359(+) | length=189@ | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=1890
Score = 33,7 bits (36), Expect = 8.015 Query 11 GCGTTCTGGGGGAGACGG 28

|Identities = 18/18 (100%)) Gaps = @/18 (0%) ARNARERRERRAEENY
Strand=Plus/Plus sbjct 3 GCGTTCTGGGGGAGACGG 20

Figura 12.1. Alineacion de los oligonucleétidos disefiados para la secuencia codificante a la proteina
Q4DC56 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Los oligonucleétidos sentido y antisentido de Q4DC56 son capaces
de alinearse a tres secuencias de T. cruzi (recuadros rosas y verdes) presentando un porcentaje de identidad del 100%
(recuadros morados), valores de E value (recuadro azul) iguales y tamafios similares (recuadros rojos y anaranjados),

incluyendo la secuencia de interés Q4DC56 (recuadros rosas).
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Q4DC56 - AS

Length=29 score £
| TcCLB.565267.56:mRNA || gene=TcCLB.505267.5@ | organism=Trypanos... 37.4 | @.801
TCCLB.506345,120:mRNA | gene=TcCLB.5@6345.12@ | organism=Trypan... 37.4 | @.@@l
TcCLB.507799.1@:mRNA | gene=TcCLB.507799.1@ | organism=Trypanos... 37.4 | 8.801
| TcCLB.508317.12@:mRNA| | gene=TcCLB.5@8317.12@ | organism=Trypan... 37.4 0.001
TcCLB.508317.80:mRNA | gene=TcCLB.5@8317.80 | organism=Trypanos... 37.4 | 8.081
TcCLB.510512.10:mRNA | gene=TcCLB.51@512.10 | organism=Trypanos... 37.4 | ©.801

>|Tc(LB.595267.59:mRNAngne:TcCLB.595267.56 | organism=Trypanosoma_cruzi CL_Brener Non-Esmeraldo-like| gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase 1B, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative

| location=TccChr31-P:24437-26230(-) | length=1794| sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=1794
Score = 37.4 bits (48), Expect = @.001 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
| Identities = 208/20 (108%)| Gaps = ©/20 (0%) ERNRRRRARNRRRRNANNR
Strand=Plus/Plus Sbjct 1775 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 1794

> TCCLB.506345,120:mRNA |gene=TcCLB. 506345120 | organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript_product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative

| location=TcChr22-5:673384-673884(+)| length=581 | sequence_sO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=501
Sscore = 37.4 bits (48), Expect = 0.e001 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
|Identities = 20/20 (160%)) Gaps = 8/208 (0%) AERRRERRRRRRAIAANE
Strand=Plus/Plus Sbjct 482 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 581

> TcCLB.507799.16:MRNA | gene=TcCLB.5@7799.10 | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative

| location=TcChr22-5:671658-672644(+) | length=987| sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=987
Score = 37.4 bits (4@), Expect = @.001 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
[Tdentities = 20/20 (100%)] caps = e/20 (0%) FEEEEEEETEEEETTT
Strand=plus/Plus Shjct 968 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 987

>|TcCLB.508317.120 :mRNA|| gene=TcCLB.508317.128| organism=Trypanosoma_cruzi_CL_Brener_Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative

| location=TcChr22-5:488098-489891(+) | length=1794| sequence_sO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=1794
Score = 37.4 bits (40), Expect = ©.001 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
[Tdentities - 20/20 (100%)| Gaps = 0/20 (o%) M
Strand=Plus/Plus sbjct 1775 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 1794

> TcCLB.508317.80:mRNA | gene=TcCLB.508317.80 | organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative
| location=TcChr22-5:481470-483359(+) | length=1890 | sequence_sO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Lengt

890
Score = 37.4 bits (48), Expect = @.801 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
[Identities = 20/20 (1e0%)] Gaps = /20 (&%) FEEPEEEETEETErr

Strand=pPlus/Plus Shjct 1871 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 1890

> TcCLB.518513.10:mRNA | gene=TcCLB.518512.10 |organism=Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like | gene_product=mannosyl-oligosaccharide
1,2-alpha-mannosidase IB, putative | transcript product=mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB, putative

| location=TcChr22-5:491031-492020(+) | length=000 | sequence_SO=chromosome | SO=protein_coding | is_pseudo=false Length=998
Score = 37.4 bits (48), Expect = 9.001 Query 1 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 20
[Zdentities - 20/20 (100%)] Gaps - 0/20 (o%) TN
Strand=Plus/Plus shjct 971 CGAAGTCCATATTCCGCTGA 990

Figura 12.2. Continuacién: Alineacion de los oligonucle6tidos disefiados para la secuencia
codificante a la proteina Q4DC56 ante el genoma de T. cruzi CL Brener. Los oligonucleétidos sentido y
antisentido de Q4DC56 son capaces de alinearse a tres secuencias de T. cruzi (recuadros rosas y verdes) presentando
un porcentaje de identidad del 100% (recuadros morados), valores de E value (recuadro azul) iguales y tamafios

similares (recuadros rojos y anaranjados), incluyendo la secuencia de interés Q4DC56 (recuadros rosas).

Pagina | 52



Para garantizar la adecuada traduccion de las secuencias codificantes unidas a una bandera de
histidinas, se realiz6 la fusién entre ambas secuencias en el programa SnapGene®. En las Figura 13
— 17 se muestra el coddn de inicio proporcionado por el vector pPRSET®-A, seguido por una bandera
de seis histidinas, el promotor T7 y la secuencia codificante correspondiente a cada una de las
proteinas en estudio, fusionada mediante sitios de restriccion proporcionados por los oligonucleétidos
utilizados para su amplificacién. Al observar la correcta fusion y formacion del codén de paro de cada
una de estas secuencias codificantes, se deduce que las cinco fusiones se encuentran en fase respecto

al marco de lectura establecido por el vector utilizado.

Q4D2C9 -S

TIATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGAC

ATACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTACCATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGACATGCTG

1 L L L 5 L 1 L L L 5 L L L L 10 L 1 L L L

H H H H H H G M A S M T G G Q Q M G R D L Y D
[ 6xHis >k - -] T7 tag (gene 10 leader) > - -] [ ]
Xpres:

| IK onl

I
GATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCIGGGACACAGCACAATTAACACTGTGTG(

CTACTGCTATTCCTAGCTACCCCTAGGCTCGAGCTCTAGACGTCGACCATGGCCCTGTGTCGTGTTAATTGTGACACAC(

D D D K D R w G S E L E I C S w Y R D T A Q L T L © ¢

snterokinase site >I ———————————————————————————————————————— (ip frame with Xpress™ tag) ---------------4---—-~--—-—-
(press™ tag
D D D K D R W G S E L E I C S W Y R D T A Q L T L © ¢
T T T T 65 T T T T 70 T T T T 75 T T T T 80 T T T T a5 T
Q4D2C9 - AS

IHim:lIII

|
TIGCGTACATGCGTCGCATCCIGCAATGAAGGGCGTGGCITAGIAAGCTTIGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT

ACGCATGTACGCAGCGTAGGCGTTACTTCCCGCACCGATCITTCGAACTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCY#

A Y M R R I R N E G R G <]
————————— (in frame with Xpress|" tag) ----------------J---»

A Y M R R I R N E G R G E K L D P A A N K A R K E A E
T T 360 T T T T 865 T T T T 870 T T T T 375 T T T T 380 T T T T

Figura 13. Fusion de la secuencia codificante a la proteina Q4D2C9 con la bandera de
histidinas presente en el vector pPRSET®-A. A partir del coddn de inicio (recuadro azul) presente en el

vector pPRSET® A (barra morada) se traduce la construccion pRSET-A-2C9, incluyendo una bandera de

histidinas (recuadro anaranjado) fusionada a la proteina Q4D2C9 (barra gris) mediante los sitios de restriccion
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(recuadros verdes) de las enzimas Kpnl y Hindlll proporcionados tanto por el vector como por los

oligonucleotidos disefiados (recuadros rosas). Dicha traduccion finalizara con el codéon de paro TAG

(recuadro rojo).

Q4CYS87-8

TIATGCGGGGTTCTICATCATCATCATCATCATIGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGAC

ATACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTAICCATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGACATGCTG
1 ! L L ] L 1 ! L L ] L L ! ! 10 L 1 L ! !
H H H H H H G M A S M T G G Q Q M G R D L Y D
| 6xHis > --=| T7 tag (gene 10 leader) > - - | | ¢
Xpres:

M R G S H H H H H H G M A S M T G G Q Q M G R D L Y D
T T 50 T T T T 55 T T T T 60

w
wu
&
(=)
~
&

T
GATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCIGCGGGGATTTACCTTCCAATGAGAGAATTG

CTACTGCTATTCCTAGCTACCCCTAGGCTCGAGCTCTAGACGTCGACCATGGCGCCCCTAAATGGAAGGTTACTCTCTTAAC

D D D K D R w G S E L E I G S W Y R G D L P S N E R I

anterokinase site >I ————————————————————————————————————— (in fraine with Xpress™ tag) -------=-=-=--=-—-—-———--J--------.
3™ tag

D D D K D R W G S E L E I C S: W Y R G D L P S N E R I

T T T T 65 T T T T 70 T T T T 75 T T T T 30 T T T T 85 T T
Q4CY87 - AS

IEco RI

|
iCACAACAACAACAACAAGAAGAAGAAGAAGAGGAAAAGCGATAGICGCIGAATTCGAAGCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC!

CGTGTTGTTGTTGTTGTTCTTCTTCTTCTTCTCCTTTTCGCTIATCIGCGICTTAAGICTTCGAACTAGGCCGACGATTGTTTCGGG!

A Q Q Q Q Q E E E E E E K R %]
————————————— (in frame with Xpress™ tag) B kel sl

Figura 14. Fusion de la secuencia codificante a la proteina Q4CY87 con la bandera de histidinas
presente en el vector pRSET®-A. A partir del codédn de inicio (recuadro azul) presente en el vector pRSET®-A
(barra morada) se traduce la construccion pRSET-A-Y87, incluyendo una bandera de histidinas (recuadro
anaranjado) fusionada a la proteina Q4CY87 (barra gris) mediante los sitios de restriccién (recuadros verdes) de las
enzimas Kpnl y EcoRI proporcionados tanto por el vector como por los oligonucleétidos disefiados (recuadros rosas).

Dicha traduccién finalizara con el codon de paro TAG (recuadro rojo).
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4DYC3 -8

TWTGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATIGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGEGGATCTG

1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 L 1
I T I T I ¥ I ! 1 ' I ¥ I ' I

ATACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTAICCATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGAC

1 i L i 3 i 1 i L L 3 i 1 i L 10 L 1 i
H H H H H H G M A s M T G G Q Q M G R D L
[ ExHIs Bp- - = T7 tag (gene 10 leader) - - - =|

W
)
=
=1
Fy
wn
wn
=
n
v

IB!I‘I‘IHI

|
TH.CGHCGﬁTGJ‘\CG.P.TAAGGATCGP\TGGGGATGCP.AAEETTTHTTTGCGGCGIGCCGECACCGGP\TTTGCCTCTTGA

PEPEF S B AR PSR PR
L i I e B L B

o o o o oo o o o o o o o ] e e o e e ] e o
B e [ R [ L B R R o L R i B |

ATGCTGCTACTGCTATTCCTAGCTACCICCTAGGTTTCGAAATAAACGCCGOCGGCGGTGGCCTAAACGGAGAAGT

_(_
2
L]
=)
(=]
=
2
=
=
&
W
=
»
-
-
=
-]
»
=
=

G F A 5 5

l enterokinase site >I ---------------------------------------- (in frame with Xprass™ tag)
Xpress™ tag
o D D D D K D R W G 5 K A L F A A A A T G F A = 5
T 0 T T T T 65 T T T 70 T . r T 75 T T T T 80 T T T
|

Q4DYC3 - AS “pmi

I
CTGAAAGGC&TGDTTAAAGA&CTTGGTTﬁCATGCAGAAGATGGTTTTC&;‘\GTTCTGAGGTTCC.ATGGIAATTCGAA

1 | i 1 1 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 i
4 T N L N Lo me e m e

e O NI E i m . n h o o o B i m e oy
GACTTTCCGTACGAATTTCTTGAACCAATGTACGTCTTICTACCAAAAGTTCAAGACTICCAAGGITACCTTAAGCTT

L K G M L K E L G ¥ M Q K ] v F K F #]

————— {in frame with Xpress™ tag)] === cmeccrccccccsrcc b rr s r e s s s e e e - -

Figura 15. Fusion de la secuencia codificante a la proteina Q4DYC3 con la bandera de histidinas
presente en el vector pRSET®-A. A partir del codon de inicio (recuadro azul) presente en el vector pRSET®-A
(barra morada) se traduce la construccion pRSET-A-YC3, incluyendo una bandera de histidinas (recuadro anaranjado)
fusionada a la proteina Q4DYC3 (barra gris) mediante los sitios de restriccion (recuadros verdes) de las enzimas
BamHI y Kpnl proporcionados tanto por el vector como por los oligonucle6tidos disefiados (recuadros rosas). Dicha

traduccién finalizara con el codén de paro TGA (recuadro rojo).
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Q4CQ28-S

ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCAT
sl b o o L ]

GGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGAC
| P BRI B B PR PR B RS B B R

1 U 1 U I U
TACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTA

T T T T T T T T T } T
CCATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGACATGCTG
10 .

[

1 1 1 L = 1 1 1 I

G M A S M T G G Q Q M G R D L

- -

P~

T7 tag (gene 10 leader)

w
]

IBamHI

|
GATGACGATAAGGATCGATGGGGATCC|CG

CCGCCGCCGCACCATGACTGTCGTGGTCGTCCTCCTCATCCTTCTCTGCGC

---|+|-|—|—|—|—|+|—H—|—|—|—|—H—|—|-:::::::::

CTACTGCTATTCCTAGCTACCCCTAGG|GC

5

I""""'I""'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIII

-
GGCGGCGGCGTGGTACTGACAGCACCAGCAGGAGGAGTAGGAAGAGACGCC

D D D K D R W G s R R R R T M T v v A v L L I L L C (
interokinase site >] ————————————————————————————————— (in frame with Xpress™ tag) ------==-=----“- - — -~ +
™ tag

D D D K D R W G S R R R R T M T A" v v v L L 1 L L © ¢

T T T T 65 T T T T 70 T T T T 75 T T T T 30 T T T T a5 T
|
Q4CQ28 - AS

IHindIII

|
CCTCACGCTTTACAAGGAGCCTTGAAGCCCGCAGAAGAAAATGAJAAGCTTIGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAL
M EFEPENENE BT PR B B P SRR PR BPECET S Y PR M BN PP B SRR PR B

- e e e e e
GGAGTGCGAAATGTTCCTCGGAACTTCGGGCGTCTTCTTTTACT|ITTCGAAICTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTT(
S S R F T R S L E A R R R K B

————————————— (in frame with Xpress™ tag) | ----------—-—-----4---»
S S R F T R S L E A R R R K [ 4] K L D P A A N K A R K E
T T 205 T T T T 20 " T T T 215 T T T T FE T T T T 295 T T T T

Figura 16. Fusion de la secuencia codificante a la proteina Q4CQ28 con la bandera de histidinas

presente en el vector pRSET®-A. A partir del codén de inicio (recuadro azul) presente en el vector pPRSET®-A

(barra morada) se traduce la construccibn pRSET-A-Q28, incluyendo una bandera de histidinas (recuadro

anaranjado) fusionada a la proteina Q4CQ28 (barra gris) mediante los sitios de restriccién (recuadros verdes) de las

enzimas BamHI y Hindlll proporcionados tanto por el vector como por los oligonucleétidos disefiados (recuadros

rosas). Dicha traduccion finalizara con el codon de paro TGA (recuadro rojo).
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Q4DC56 - S

TIATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATIGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGAC

ANTACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTACCATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGACATGCTG

1 L L L 5 1 1 L L 1 5 L L L 1 10 1 1 L L 1
H H H H H H G M A S M T G G Q Q M G R D L Y D
| 6xHis P - -+ T7 tag (gene 10 leader) p--- | [ ¢
Xpres:
M G 8 H H H H H H G M A S M T G G Q Q M G R D L Y D
35 T T ——— T T ——— T T ——— T T ——— T T —

| KpnI |

GATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACICGGCGTTCTGGGGGAGACGGTAAAAAGG(

CTACTGCTATTCCTAGCTACCCCTAGGCTCGAGCTCTAGACGTCGACCATGGICCGCAAGACCCCCTCTGCCATTTTTCCC

D D D K D R w G S E L E I C S w Y R R S G G D G K K C

snterokinase site >I ———————————————————————————————————————————————————— (in frame with Xpress™ tag) -}t------------
3™ tag
D D D K D R w G S E L E I © S w Y R R S G G D G K K C
T T T T 55 T T T T %0 T T T T 75 T T T T 80 T T T T a5 T 1

Q4DC56 - AS
| IEcoRI |

|
GCGCTGAGTGACGTTGAACGGATTT CGAAGTCCATATTCCGCOTGAGAATTCGAAGCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC

CGCGACTCACTGCAACTTGCCTAAAGCTTCAGGTATAAGGCGACTICTTAAGCTTCGAACTAGGCCGACGATTGTTTCGGG

A L S D \' E R I S. K S, I F R B
————————— (in frame with Xpress™ tag) -fF----------------————-|---»

Figura 17. Fusion de la secuencia codificante a la proteina Q4DC56 con la bandera de histidinas
presente en el vector pRSET®-A. A partir del codon de inicio (recuadro azul) presente en el vector pRSET®-A
(barra morada) se traduce la construccién pPRSET-A-C56, incluyendo una bandera de histidinas (recuadro anaranjado)
fusionada a la proteina Q4DC56 (barra gris) mediante los sitios de restriccién (recuadros verdes) de las enzimas Kpnl
y EcoRI proporcionados tanto por el vector como por los oligonucleétidos disefiados (recuadros rosas). Dicha

traduccion finalizara con el codén de paro TGA (recuadro rojo).

Con el fin de evitar la formacion de estructuras secundarias en los oligonucle6tidos disefiados durante
la amplificacion por PCR de las secuencias codificantes en estudio, se determinaron las estructuras
secundarias de probable formacion a través del programa bioinformatico OligoAnalyzer, considerando
las condiciones de reaccién especificadas en el punto 9.7. Acorde con los resultados de la Tabla 8,

las estructuras tipo horquillas de los oligonucleétidos disefiados presentan valores de Tm menores a
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la temperatura de alineamiento a utilizar (60°C), indicando que durante la amplificacién por PCR dichas

estructuras seran linealizadas y/o permaneceran en bajas cantidades. También se obtuvo el cambio

en la energia libre de Gibbs (AG) de estas estructuras, variando entre -6.69 y -1.03Kcal/mol, valores

gue indican su baja probabilidad de formacién durante la experimentacion, al ser cercanos y/o mayores

a -5Kcal/mol (Barh, Khan y Davies, 2015 y Popp y Bauer, 2015),

Tabla 8. Estructuras tipo horquilla de posible formacion en los oligonucleétidos de las
secuencias codificantes a las proteinas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56,
obtenidas mediante el programa OligoAnalyzer.

On Q4D2C9 Q4CY87 Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56
ASCg
AG
P Y 7% Is;
1»4‘1: 3 d:ﬁ,ﬁ-he {}1.'%;2” iﬂ ﬁ%'}h&o }i &;Ag@ﬂ‘
< 1 b{.b Tc‘fu.:: 3 rb%
S P ai 3 Rgs F g7 ﬁ*;"
{f 5? 3:“ q_,ﬁ HL a 5’)&%} 5 ;i,
'G 5? ’ /G'C
3’
Tm =46.1°C Tm =59.8°C Tm = 47.4°C Tm =52.8°C Tm =54.9°C
AG= -1.7Kcal/mol | AG= -5.6Kcal/mol | AG=-2.3Kcal/mol | AG=-4.3Kcal/mol | AG= -6.6Kcal/mol
A A -
J 1;1' c,“’T’T Tth)r g)s-cn
2, 10— + :'f
1 T; £ 0 10 1‘-? 20 *T\c G/T«C’\N 16h°'r$
T 'i;c %ﬁg{} g’é:d yre
G%G’ T “\c.s} ‘%:.G-bfb
AS L uf.c!E \C)Taw}
{ 5’} w -
Tm = 52.5°C ¥ b
" Tm = 53.2°C Tm = 42.2°C Tm =33.9°C Tm =44.2°C
AG= -4.3Kcal/mol ' '
AG= -5.4Kcal/mol | AG= -2.7Kcal/mol | AG=-1.0Kcal/mol | AG= -2.7Kcal/mol

* AS (Antisentido), On (oligonucledtido), S (Sentido), Tm (Temperatura de fusion), AG (Cambio de la energia libre

de Gibbs).

El valor limite de AG aceptable para homo y heterodimeros es -11Kcal/mol (Mukhopadhyay, Choudhary

e lquebal, 2018). Al analizar la Tabla 9, existen pocas estructuras secundarias que sobrepasan dicho

valor limite,

inespecifica de las secuencias codificantes a las proteinas en estudio.

representando una baja probabilidad de generar una amplificacién inadecuada y/o
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Tabla 9. Valores de AG de homodimeros y heterodimeros de posible formacion entre los

oligonucledtidos de las secuencias codificantes a las proteinas Q4DYC3, Q4CQ28, Q4DC56,

Q4D2C9y Q4CY87, obtenidas mediante el programa OligoAnalyzer.

E On Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56 Q4D2C9 Q4CY87
S -14.11 kcal/mol | -24.12 kcal/mol | -9.78 kcal/mol |-17.01 kcal/mol -16.5 kcal/mol
Ho
AS | -10.36 kcal/mol | -10.23 kcal/mol | -9.75 kcal/mol |-10.65 kcal/mol -10.36 kcal/mol
He -10.36 kcal/mol | -12.89 kcal/mol | -9.75 kcal/mol | -6.75 kcal/mol -10.36 kcal/mol

*AS (Antisentido), E (Estructura), He (Heterodimeros), Ho (Homodimeros), On (oligonucleétido), S
(Sentido).

10.2. ANALISIS IN SILICO DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y DE AMINOACIDOS DE Q4D2C9,
Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 Y Q4DC56.
Se realiz6 el analisis in silico de las secuencias nucledtidicas y de aminoacidos de las proteinas en
estudio, con el objetivo de determinar sus propiedades moleculares y posible funcion; ademas de
corroborar los andlisis realizados en un trabajo previo del laboratorio. Para ello se utilizaron las
herramientas bioinformaticas descritas en materiales y métodos. Los resultados de la Tabla 10,
muestran que las proteinas en estudio varian en la cantidad de aminoacidos en un rango desde 288
hasta 821, en consecuencia, presentan diversos pesos moleculares que van de 32 a 93KDa. La fusién
de dichas proteinas a una bandera de histidinas aumenta su peso molecular aproximadamente 4KDa,
proporcionandole estabilidad Unicamente a la proteina Q4DYC3 de acuerdo con el analisis in silico.
Los niveles de expresion de cada proteina varian dependiendo del estadio del parasito, pudiendo ser
especificas de un estadio en particular como en el caso de Q4CQ28 que solo se expresa en
amastigotes; mientras el resto de las proteinas en estudio se expresan también en epimastigotes y
tripomastigotes. Todas las secuencias (Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56) presentan
diversos ortologos en otras cepas de T. cruzi como Dm28c, Marinkellei B7, Sylvio X10 y TCC. En
cuanto al tipo de proteina y su funcién bioldgica, se recab6 que las proteinas Q4DYC3 y Q4DC56 ya
cuentan con una funcion establecida, mientras Q4D2C9, Q4CY87 y Q4CQ28 poseen una funcién

putativa como se describe a detalle a continuacion.
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Tabla 10. Informacion general de las proteinas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28y Q4DC56 de T.

cruzi.
No. acceso
] Q4D2C9 Q4Cys7 Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56
UniProt
o Tc00.1047053 Tc00.1047053 Tc00.1047053 Tc00.1047053 Tc00.1047053
Gen codificante
505163.80 510001.20 511817.40 510681.30 508317.80
No. de nt 2,397 2,466 867 1,047 1,890
No. de aa 798 821 288 348 629
Peso molecular
90.585 93.072 32.096 38.999 68.854
(KDa)
Peso molecular
con bandera de 95.705 98.191 36.097 43.000 73.973
His (KDa)
Subunidad de
) ] ) NADH )
) i oligosacaril Proteina sin ) Lipasa, a-1,2-
Tipo de proteina ) citocromo B5 ) )
transferasa, caracterizar putativa manosidasa
) reductasa
putativa
) Unidn a calcio,
] o Cataliza la ] o
Funcion Glicosilacion Trasporte ) Metabolismo de hidrdlisis de
o ) reduccioén de S
biologica proteica transmembranal Fe(ill) triacilglicéridos enlaces
e
glucosidicos
CL Brener CL Brener CL Brener CL Brener CL Brener
Esmeraldoy No | Esmeraldoy No | Esmeraldoy No | Esmeraldoy No | Esmeraldoy No
Presenta Esmeraldo, Esmeraldo, Esmeraldo, Esmeraldo, Esmeraldo,
ortélogos en Dm28C, TCC, Dm28C, TCC, Dm28C, TCC, Dm28C, TCC, Dm28C, TCC,
Sylvio X10, Sylvio X10, Sylvio X10, Sylvio X10, Sylvio X10,
Marinkellei B7 Marinkellei B7 Marinkellei B7 Marinkellei B7 Marinkellei B7
Estadios de T. Amastigote (+) Amastigote Amastigote
cruzi donde es Tripomastigote Tripomastigote Tripomastigote Amastigotes Tripomastigote
expresada Epimastigote Epimastigote(+) | Epimastigote(+)
Estabilidad sin
] Estable Inestable Inestable Inestable Estable
bandera de His
Estabilidad con
] Estable Inestable Estable Inestable Estable
bandera de His

* aa (aminoécidos), His (histidina), KDa (Kilo Daltons), nt (nucleétidos), (+) estadio de T. cruzi donde se expresa en

mayor proporcion la proteina en estudio.
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A fin de corroborar por homologia el tipo de proteina y funcién biolégica de las proteinas en estudio y
mencionadas en la tabla anterior, se determinaron los dominios conservados que presentan cada una
de ellas (Figura 18). La proteina Q4D2C9 posee el dominio STT3 caracteristico de la familia de
subunidades oligosacaril transferasa STT3, corroborando asi que efectivamente pertenece a esta
familia y su principal funcién es glicosilacién de proteinas. Q4CY87 al ser miembro de la superfamilia
de facilitadores principales, conforme su dominio MFS_1 presentado, actla como transportador
secundario. Por otra parte, la proteina Q4DYC3 contiene dos dominios conservados de union a NAD
(Nicotinamida adenina dinucleétido) y FAD (Flavin adenin dinucleétido), los cuales corresponden a su
funcion reportada en la literatura como NADH citocromo b5 reductasa. Q4CQ28 al contener un dominio
lipasa clase 3 confirma su funcién en el metabolismo de triacilglicéridos. Por ultimo, Q4DC56 presenta
un dominio glicol hidrolasa 47 lo que le permite hidrolizar enlaces glucosidicos y corresponde al tipo de
proteina determinada como a-1,2-manosidasa (Reddy y colaboradores, 2012).
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Q4D2c9

STTS

MH@WM@@- E

Oligosaccharyl 1.2e-
STT2 transferase STT3 Family CLO111 431 5 405 488 146.5 ;‘2
subunit

Q4CcYs7

—TE S ] —

Enveiope Alignment HMM
Description Entry clan | i
mmmm. -
2. le

Major Facilitator
MES 1 Superfamily Family CLO01S 74

Q4DYC3

e
Description E"tw Bit
R
1. 29

Oxidoreductase

FAD binding_& FAD-binding Domain CLO076 39 137 41 134
domain
Oxidoreductase

NAD binding_1 MNAD-binding Domain CLO091 148 257 148 256 1 108 109 87.6 8e-25
domain

Q4cazs
fmLipasesdg
bescription | Envelope | | twm
o e
2. 3e
Lipase 3 Lipase (class 3) Family CLO028 1 140 14 115.0
Q4DCS56
ey mm Bit
Description
Mﬂ@ﬂﬂ. score
Glycosyl 1.7e-
Glyco hydro 47 hydrolase Domain CLOOS9 71 518 457 458 330.5

98

family 47

Figura 18. Dominios conservados de las proteinas en
estudio. Se muestran los dominios presentes en cada proteina,

indicando el clan y familia al que pertenecen.

Las proteinas en estudio al ser producidas por un organismo eucarionte como T. cruzi, pueden sufrir
diversas modificaciones postraduccionales para ser funcionales, por lo cual se determinaron también
estas posibles modificaciones con la herramienta ScanProsite de EXPASy (Tabla 11). Obteniendo
como principales modificaciones postraduccionales: amidacion, N-glicosilaciéon, N-miristoilacion y
fosforilacion para las cinco proteinas analizadas. Ademas, se puede observar que las proteinas con
mayor numero de probables modificaciones son Q4DC56 y Q4CY87, en tanto la de menor nimero de
modificaciones es Q4DYC3. No obstante, aln se desconoce si estas modificaciones se llevan o no
acabo y en qué condiciones, estadios de desarrollo o cepas del parésito, y de ser asi, el como

repercuten en la funcionalidad de las proteinas o en su antigenicidad.
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Tabla 11. Probables modificaciones postraduccionales de las proteinas Q4D2C9, Q4CY87,
Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56 de T. cruzi, indicando aminoacidos involucrados y su posicion.

Modificacion Q4D2C9 Q4CY87 Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56
. o RGKR IGKR TNAE DGKK
Amidacion
777 - 780 625 - 628 3-6 6-9
TMND SVLE STTE TTKE SGGD
119 - 122 24 - 27 33-36 265 - 268 3-3
SVAE TMVD TRKE TKED TLID
365 - 368 108 - 111 182 - 185 266 - 269 106 — 109
TNVE TRWE SAAD SDEE SVFE
457 - 460 258 -261 237 - 240 303 - 306 143 — 146
SYNE SLKE SQGE TGDD
524 - 527 266 - 269 267 - 270 239 — 242
Fosforilacién por SMTE TPQD SAIE
caseinacinasall 545 - 548 351 - 354 290 — 293
TPAD TVLE TVDR
569 - 572 356 - 359 314 - 317
SLAD SLFE TTVD
593 - 596 462 - 465 329 - 332
SRAE STYD SLID
636 - 639 523 - 526 585 — 588
TYVD SDVE
554 - 557 618 — 621
TAR SLK TAK SFR TIR
18-20 266 - 268 75-77 89-91 148 — 150
SIR
TGK SYR TGR
40 - 42
79 - 81 213 - 215 274 — 276
45 - 47
SLR SLK THK TVR
195 - 197 120 - 122 217 - 219 314-316
STK TRK TTK SGR
Fosforilacion por 345 - 347 182 -184 265 - 267 335 - 337
proteina cinasa C
SSR SSR TLR
439 - 441 335-337 440 — 442
SGR TLK
461 - 463 465 — 467
SMK
469 - 471
SKK
472 - 474
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SIK

529 - 531
Fosforilacién por
proteina cinasa KKIS RRRT RRAS
dependiente de cAMP 64 - 67 3-6 249 — 252
y cGMP
RGKRDDAY KGLDYQTY KVEDHLKY RATHDPAY
Fosforilacion por 777 -784 590 - 597 280 - 287 410 — 417
tirosina cinasa KEMTEGQY
316 - 323
NRTS NASN NKSD NESM NVSF
590 - 593 54 - 57 94 - 97 82 -85 133 - 136
NVSA NTSI NTTA NCSG NYTG
724 - 727 489 - 492 171-174 271-274 175-178
N-glicosilacion
NVSL NTST
500 - 503 196 — 199
NYSL
659 - 662
GLQITS GSGHNA GMIAGG GVNESM GGGPGG
99 - 104 50 - 55 147 - 152 80 - 85 33-38
GMSMTM GTAFGL GNELNE GCVGCL GGPGGG
115-120 116 - 121 190 - 195 114 - 119 34-39
GSVATV GIATAI GILITG GGGVGE
132 -137 140 - 145 150 - 155 37-42
GSFSGA GLTFAG GGAMAT GAWRST
148 - 153 154 - 159 159 - 164 49 - 54
GAAMTA GVMKTF GAMATL GAGKNT
152 - 157 203 - 208 160 - 165 94 - 99
L, GVLTGL GMGASL GGHESY GGLLAA
N-miristoilacion
205 - 210 210 - 215 209 - 214 153 - 158
GLAYGY GLIGTF GTPCSA GLLAAH
209 - 214 243 - 248 258 - 263 154 — 159
GTAIAT GQYRGI GIPYGA
261 - 266 321 - 326 200 — 205
GCRMSR GIAIGA GLDPTE
421 - 426 325 - 330 211 -216
GIRVTI GVGITL GLMGNH
503 - 508 570 - 575 264 — 269
GNRTSL GITLTA GSMDSA
589 - 594 572 - 577 286 — 291
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GNTWNH GISTAF GMLTTV
597 - 602 605 - 610 326 — 331
GSWLCT GMHYGF GGHLAE
745 - 750 693 - 698 357 — 362
GAALGI GGPHGG

702 - 707 389 — 394

GLTPSL GSIPSY

725-730 487 — 492

GICMGK GSSVGS

736 - 741 499 - 504
GSHVGW

503 — 508

GGIAAG

567 — 572

GIAAGV

568 — 573

GGGNTA

601 — 606

El reconocimiento de un antigeno, en este caso las proteinas recombinantes en estudio, depende tanto
de su composicién y modificaciones postraduccionales, como de su conformacion tridimensional. Para
determinar si la bandera de histidinas fusionada a las proteinas en estudio modifica su conformacién
secundaria y terciaria, se predijeron dichas estructuras mediante homologia con estructuras ya

establecidas de otras proteinas.

Acorde las Figuras 19, 21, 22 y 23, las conformaciones secundarias de His-Q4D2C9, His-Q4DYC3,
His-Q4CQ28 y His-Q4DC56 estan formadas por multiples estructuras a-hélice y lamina-, en las cuales
no se encuentra involucrada la secuencia de aminoacidos de la bandera de histidinas fusionada.
También se puntualizan los aminoacidos de estas secuencias que pueden ejercer como sitios activos,
residuos cataliticos y/o sitios de unién a ligandos o metales. En el caso de la construccion His-Q4CY87,

Figura 20, no se encontraron por homologia estructuras a-hélice y lamina-§3 presentes.
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MRGSHHHHHHGMASMTGGCMGRDLYDDDDKDRWGS ELEICSWIRNDTAQLTLOGKY PLDYSTARRVIS ILNW FITATATIYRAYS IRMIS IRVYGEVIHEF
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 BO 85 90 95 100

DFWFNFRAS EYLDEHGWDA FFHWYDYMSWY PIGRPVGTTT FEFGLOTITSVLIRRATSMIGMSMTMNDVCCLI PAWFGSVATVIAALTAY ETWGS FSGAAMT
101 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

AGLFAILFAHIMRSMAGEYDNEC ITAMARMLLTFY LIWVRS LRNAGSWPIGVLTGIAYGYMVS TWEG FIFVLNMVALHAAVCVFACWMRGRYDAS LTWAYS L
201 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

FFIVGTAIATCVPPVGWTPFES LEQIMALLVFIFMWALHFS EILRRRADV PIRSTEALRIRARVFMITOGVIVIAAALLA POGY FGPLSSEVRALFVOHT
301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400

RTGNPIVDSVAEHR PSSGGATWRLLHLCCPIWLIGMISQOILSGENENLRATTFMIWYS IMVFY FGCRMSRLILLTGFVAASYSGRVIGGIMCWAVRLLFW
401 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 4B0 485 49 495 500

*d

TNV ESMESKGS PTIRSKELEKKGHLS NNNERS LONR FODAANLIWPHG IRVTIAMIV FAALLFNEMARS YNEDS TRMAHT LS NPR IMWYSMTEQNTFVIVD
501 505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600

Wfe— e SRR —— SN

DYYVSYTIWLRNNTPADARITAWWDYG YOI TG IGNRTSIADGNTIWNHEHTATIGKLLTS FVAKAHLLIRHIADYVLIWIGSRA EDIMKS PHMARIGNSVYR
601 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660 665 670 675 6BO0O 685 690 695 700

DICPEDDPLCSNFG FEDYDLSRPTEMMRMS LLYNLHVSG ES PS PAIDEMFRIAYRSRHGIVKI YKVMIVSA ESKAWVADPENRECDA FGSWLCTGQYPPA
701 705 710 715 720 725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800

KEIQEMLARRIDYGQLEDFNRGKRDDAYYRAYMRRIRNEGRG Alfa hélice  Lamina beta

B01 805 810 815 820 825 B30 B35 B840 * .

Figura 19. Estructura secundaria probable de la proteina His-Q4D2C9 de T. cruzi NM1-
cll. Estructuras a-hélice (bucles) de la proteina Q4D2C9 fusionada a una bandera de histidinas

(recuadro verde), determinadas por homologia con proteinas de diversos organismos.
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]
MRGSHHHHHHGMASMTGGCMGRDLYDDDDKDRWGS ELEICSWI’I*?:DLPSNERIGSRVVPSAQRS PASVLEDFTAQOR ESADFALERTRENS ESSGHNAS
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 B0 85 90 95 100

NILLIDPEKISDFMRFRVMFIGMLLFISSSTOGLHALFALYMEKVYMYDVRTMVDI FARGTAFGLFVFPFGAMYDFFGPEIVIGIATAITSLISHLLFGLT
101 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

FAGHTDASKTRFCTYFAMMNAGCYAFDVAALPATILTYAPRDRAQPTGVMETFSGMGAS LISCMFRGFFEKNRYDHIMY FIMATVIGFGLIGTFCLSNAPYE
201 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

VTRWEDSRISLKERLRRHLTRNRYMSOLLFKRRFYILSCLLINVMNVYTLS TOAVCAAY FOKFMTESOYRGTATGATATVIGI LLLIVPLEATDGDTPODHT
301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400

VLERAREKERKIAELRRLRIAREREEKDAFK EEERAQKAVAHONAGDVAI EVKDLPRIIVDOSS PHADGHSVLYDNS LOHKDG EKDDEDGEETQHRRYLP
401 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 4B0 485 490 495 500

LDPEVSLFFADDLI PI FARDDDASRNSRORIGNTS ITATRVSVS VS LARRRKDNEGA FMDF ITRELSTYDRPHVET ITVOGEVFVTFVY ETS FLLSLTYV
501 505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600

DIWLLFYTVFAVWGVG ITLTANANIR IMVGSV FRGLDYQTYVLFATTAGISTAFGRVAIGGY EVLLLY IGKRRGVMLPATTALPVPSVMLSIALIFYLSF
601 605 610 €15 620 625 630 635 640 645 650 655 660 665 670 675 680 685 690 695 700

EGNYSLIVVYITAAVAYGFSTSMTIYVIGIIFKRDIGMHYG FCFIGAAIGIVLLYRVLLFHVYDHHESGLTPS LOVNE B ICMGKECLOKTLIVYLIIVF
701 705 710 715 720 725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800

LSIGTSIWLHYRYWKIVHGKLKHKRVITHFVEKKRLRRINRRREKCHATEEGAQOOOOEEEEEEKR
801 B05 810 B15 B20 825 B30 B35 B840 845 850 855 B60 865

Figura 20. Estructura secundaria probable de la proteina His-Q4CY87 de T. cruzi NM1-

cll. Proteina Q4CY87 fusionada a una bandera de histidinas (recuadro verde).

— ——) ———

’ - ¥
MRGSHHHHHHGMASMTGGCMSRDLYDDDDKDRWGSHKALFAAAATG FASS FCYNRELATCSAAKS PFSTTEFR PFTIMNFYDESHNTRVFRFALPFACMP

1 5 10 15 20 25 30 3# 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
L4 b4 !!” a’

LNLEVSSCITAKYTGKNSFAVIR INKSDORGYFEILVKRYDNSKMTTHLFS LKKGDTLEFKG FWVKI PTKANDYRHIGMIAGGTG ITEMYOVARIV
101 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 19 195 200

¥ v (i
201 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
PSOGELKGMLKEIGYMOKMVFKF
301 305 310 315 320 Sitio de unién a
Alfa hélice Lamina beta Sitio activo Residuo catalitico ligandos metales

.v. - - v . .

Figura 21. Estructura secundaria probable de la proteina His-Q4DYC3 de T. cruzi

NM1-cll. Estructuras a-hélice (bucles) y ldmina-B (Flechas rectas) de la proteina Q4DYC3
fusionada a una bandera de histidinas (recuadro verde), determinadas por homologia con proteinas

de diversos organismos.
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e, T ® Fgywvyresve .
MRGSHHHEHHGMASMTGGCMGRDLYDDDDKDRWGSMRRRRTMIVVVVLLI LLOG EDVRADYSVQLATTALY YAKAAYCKA FA TSGWTCASCARNEGLORV

1 5 10 15 20 25 30 3f 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

40 45
¥y sy ¥ W,mwg o Wy w v

RVFTNAEHSTOA FVGVNESMIVVS FRGTROVTNWLHNLDFI FAPYTHDGCVGCLVHAG FNC ELKS INT EMWG Y LOELVAGKG I ES I LI TGHSIGGAMATL

101 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

) )
. oo Y owm mInITyY R Y.y 53
AAANFMSQNSLFPSALKVLLYTFGQPRVGNEA FINALIAS FCRGGHES YRVTHKRDPV PHV PEMFVGY LHL PNEVWYDNDGDTVHKNCNDV FGTPCSALT

201 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

wyymmw

TKEDPNCSGSVLPIKVEDHLKYIGVCTRCSCDFGFAMSDEELRLPPELERIVAMDYVYQOSRNMRRFPFSSRFTRSLEARRRK
301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380

Sitio de union a
Alfa hélice Lamina beta Sitio activo Residuo catalitico ligandos metales

.’. ... v B . .

Figura 22. Estructura secundaria probable de la proteina His-Q4CQ28 de T. cruzi
NM1-cll. Estructuras a-hélice (bucles) y lamina-B (Flechas rectas) de la proteina Q4CQ28

fusionada a una bandera de histidinas (recuadro verde), determinadas por homologia con proteinas

de diversos organismos.
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MKSSEH-IEH-EHWRDLYDDDDKDH’GS EELEICSW'I’R‘!REEGLGKKGR}PRACI FLINVALPIVTAMCVRGGE FGGGVG EDEG ESGGAWRS TDA
35 40 15 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

l l ; = 4 fﬂ b 1 4
LHPImmRPWRMIGHAFLBYImmewmmmxmmnrrEFRRmmwr:EmsFDIDISVSV 1 LL

101 105 120 140 145 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

Wr* #m ik et s e

AAHFMYEEGVVEIVAS EHNYTGGIMRIAVDIGNRLLPC FNTSTG I PYGAVNLRHGLDPTETTIASTAGGGTFIV EMTALSGLTGDDRY ERAARRAS FALF
201 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

h!'!?. ..' mrY WY ‘ "" ‘.ﬂfﬂﬂﬂ’ v !Y!l

MRSPQ'IGILGM-IID]HIGWHLFDSS@S[@AIEYFIKSLM&DIGEWERFERTVRWNRYLRKCHEMRSBRPFSSAH@IASFF]EGNLIL
301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400

-
Q.' ﬂ???!;ﬂ'ﬂ !'! lYY w

GGI-IIAEATESI\WPIHSIFEU-IFGALPEEPSI.GmsPI-HGYPQRP@I—D\MEYRATEDPAYLVBGKEIAIAINLRMRTP&GH\TIRWDLPHSDDQ}EDT
401 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500

57 E =
MESFMILAETLKYLYLLFDECNAVHVOGKLRGS I PSYCAAV ESGSSVIGS BVGWV FNTEAHLFPNTA EWWG FVSSNNLFS ELLEEYIMWG EDVVPFAFPSDD
501 505 510 515 520 525 530 535 540 G545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600

RIGCYPLFNHGG IAAGVEFHRRRLOVIDS LIDDLHELOGGDNDRGGGNTA PHRFYCANHALSOVERISESIFR
601 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660 665 670

Sitio de union a
Alfa hélice Lamina beta Sitio active Residuo catalitico ligandos metales

-”- —&- v . .

Figura 23. Estructura secundaria probable de la proteina His-Q4DC56 de T. cruzi NM1-
cll. Estructuras a-hélice (bucles) y lamina- (Flechas rectas) de la proteina Q4DC56 fusionada a una
bandera de histidinas (recuadro verde), determinadas por homologia con proteinas de diversos

organismos.

La estructura terciaria determinada para la proteina His-Q4D2C9 presenté un 31.49% de identidad con
la estructura terciaria de la subunidad STT3A de la dolicil-difosfooligosacarido-protein-
glicosiltransferasa. El alineamiento entre ambas secuencias (Figura 24) muestra que la bandera de

histidina incorporada a la proteina Q4D2C9 (recuadro verde) no modifica su conformacion.
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Alineamiento Modelo-Templado

Model 01MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDEDRWGSELEICSWTIRMDTAQLTLCGRYPLDYSTARRY ISEDNVENE 75
6ftj.l.s-——————— -~~~ ———————————————————— —— ————————— TLLELLIL 23

Model 01
6ftj.1.5 SMAAVLSFSTRLFAVLRFESVIHEFDPYFNYRTTRFLAEEGFYKFHNWFDDRAWYPLGRIIGGTLYPGLMITSAA 98

Model 01 223
6ftj.1.s|IYHVLHFFHITIDIRNVCVFLAPLFSSFTTIVTYHLTKELKDA-GAGLLAAAMIAVVPGYISRSVAGSYDNEGIA 172
Model 01 =08
6ftj.1l.s|IFCMLLTYYMWIKAVETGSIYW-AAKCALAYFYMVSSWGGYVFLINLIPLHVLVLMLT--—--GRFSHRIYVAYCT 242
Model 01 [] =
6ftj.1.3[VYCLGTILSMQISFVGFQPVLSSEHMAARFGVFGLCQIHAFVDYLRSKL - ——— - NPQQFEVLFRSVISLVGFVLLT 312

uode1 01 ——

6ft].1.5s VGALLMLTGKISPWTGRFYSLLDPSYAKNNIPIIASVSEHQPTTWSSYYFDLQLLVFMFPVGLYYCFS—-—-—--NLS 3383

Model 01 223
6ftj.1.sDARIFIIMYGVTSMYFSAVMVRLMLVLAPVMCILSGIGVSQVLSTYMKNLDIS—————— R——PDEKK—-———— SKEQ 445
Model 01  BHTLSNPRIMPYSMTEQNTRV =
6ftj.1.3/QDS— -~ - TY----—--- - P--IKNEVASGMILVMA--FFLITYTFHSTWVTSEAYSSPSIVLSARGGDGSRI 500
Model 01 N
6ftj.1.5|IFDDFREAYYWLRENTPEDAKVMSWWDYGYQITAMANRT ILVDNNTWNNTHISEVGQANASTEEKAYEINRELDY 575
Model 01 - RAEDLMKSPEMARIGNSVYRD _’ &
6ftj.1l.s|SYVLVIFGGLTGYSSDDINKFLWMVRIGGSTDTGKHIKEHDYYTPT-GEFRV-DREGSPVLLNCLMYEKMCYYRFG 648
Model 01 - -~ Eses BETD N ER YRS RECEREERYNN v s A SKAVVADPRNRRCDAEGSWLCTE
6ft].1l.S|QVYTEAKRPPGFDRVRNAEIGNRKDFELDVLEEAYTTEHWLVRIYEKEVED -~~~ ——————————————~—————— — —— 696

842

Model 01 QYPPAKEIQEMLARRIDYGQLEDFNRGKRDDAYYRAYMRRIRNEGRG

Figura 24. Estructura terciaria probable de la proteina His-Q4D2C9 de T. cruzi NM1-cl1.
Alineamiento entre la subunidad STT3A de la dolicil-difosfooligosacarido-protein-glicosiltransferasa
(6ftj.l.s) y la proteina His-Q4D2C9 (Modell 01), sefialando que la bandera de histidina incorporada a

la proteina en estudio (recuadro verde) no modifica su estructura terciaria.

Conforme ala Figura 25, la estructura terciaria establecida de His-Q4CY87 fue obtenida por un 14.59%
de homologia con la estructura terciaria de la proteina lactosa permeasa, determinada por difraccion
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de rayos-X. La bandera de histidinas fusionada a la proteina Q4CY87 no modifica su estructura

terciaria.

Alineamiento Modelo-Templado
Model 0]MRGSHHHHHHGMASMTGGQMGRDLYDDDDKDRWGSELEICSWIRMGDLPSNERIGSRVVFSAQRSPASVLEDPLAQQRES 80
SEFalofils==========================================-lle==--—c=-===-------c--—-===========

Model 01 ADFALERTRENSEGSGHNASNILLIDPKKISDFMRFRVMFIGMLLFISSSTQGLHALFALYMEKVYMYDVRTMVDIFAAG

o l.Bfr=========================================o-===s====s-===-s=os=s=-=o==-===s=====
Vodel 01 FITRELSTYDRPAVETITVCGEVFVT Yy e TSSO IV EAVNGVE I T ANN RNV SVERGEDYOR
Bepipallff============================== CLALELHRQPKLWFLSLYVIGVSCTYDVEDQQEANFETSEFATGEQGTRV 260

Figura 25. Estructuraterciaria probable de la proteina His-Q4CY87 de T. cruzi NM1-cl1.
Conforme al alineamiento entre la proteina His-Q4CY87 (Modell 01) y la lactosa permeasa
(5gxb.1.A), la bandera de histidina incorporada a la proteina en estudio (recuadro verde) no afecta su

estructura terciaria.

Como se muestra en la Figura 26, la estructura terciaria establecida de His- Q4DYC3 se obtuvo
mediante homologia con la estructura terciaria de la proteina citocromo b5 reductasa de Physarum
polycephalum determinada por difraccion de rayos-X, encontrando una identidad del 39.67% entre
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ambas secuencias. De acuerdo con el alineamiento de dichas secuencias, la bandera de histidina

incorporada a la proteina en estudio (recuadro verde) no modifica su conformacion.

Ali iento Modelo-T Tad. -~
b

Model 01:A[MRGSHHHEHHGMASMTGGQMGRDLYDDDDKDRWGSKALFAAAATGFASSFCYNREFATCS ANKSENSINERRBEE 75
AAKSPFSTTEFREET

Model 01:B|MRGSHHHHHHGMASMTGGQMGRDLYDDDDKDRWGSKALFARAATGFASSFCYNREFATCS
iRl [F=================================<ff========================= REPALNPNEYKKEM 15

Model 01:
Model 01:

2eix.1.

Model 01: ] |2
Model 01: E f E
2eix.1. [FLCVEEPPeorDYKENNVENGNIAYGTGITFMLOVARA L JENPKEKTLINLI FANVNE DD I LLET 162

300

Model 01:A
Model 01: 300

2eix.1. MARRY :-7?PA:W:G@GEV:EAEMIKQ:—::—SEPss——P[Pt::::-:[fA::;-G:—: ———————— 220
Model 01:
Model 01:

Figura 26. Estructura terciaria probable de la proteina His-Q4DYC3 de T. cruzi NM1-
cll. Conforme al alineamiento entre la proteina His-Q4DYC3 (Modell 01 A y B) y la citocromo b5
reductasa de P. polycephalum (2eix.1.A), la bandera de histidina incorporada a la proteina en estudio

(recuadro verde) no afecta su estructura terciaria.

La estructura terciaria obtenida para His-Q4CQ28 (Figura 27) fue obtenida por homologia con la
estructura terciaria de una lipasa de Gibberella zeae determinada por difraccion de rayos-X. El
alineamiento entre ambas secuencias present6 una identidad del 33%, mostrando que la bandera de
histidina incorporada a la proteina Q4CQ28 no interfiere en su conformacion terciaria.

Pagina | 72



A

Ali iento Modelo-Templad
-Model 01|MRGSHHHHHHGMASMTGGQMGRDLYDDDDKDRWGSMRRRRTMTVVVVLLILLCGEDVRADY S EANINEY CRRRACRA =0
S e it EGNFREYIQHGAAAYCNS 26

Noil B AISGWICA SCARN PGUGRVEVEPNAEHSTQAEVGUN: SMIVVEBRGTROVINWLENLDFIEAPYTHDGCVS
3ngm.1.AEAPAGARVTCSGNGCRIVOINGATIVASE PG SKTGIEEYVATYP TREEIVVSERGS INTRNWLTHLDF DB s -~ LTSG 104

Model 01 252
3ngm.1.2|c[CVHEGEQNANNE ISAAATAAVARARKANES ?’j G I 5 0 178
Model 01 905
EVSNoA----GGEERVIDa K DPFPRLPPETRGTPHTS < GAANL 243

Kozl 4l NCSGSVLEIKVEDHLRYLGYCTRCSCD - | PGEAMSDEELRLPPERERTVAMDYVYQQSRNMRR:::
3ngm.1.A[QCNGGTLGLOTDABLDY F oS D) ISERATMT[DAELEK- —KLNSYVEMDKEYIKTHASRS-—— 318
383

Model 01|SSRFTRSLEARRREK

Figura 27. Estructura terciaria probable de la proteina His-Q4CQ28 de T. cruzi NM1-
cll. De acuerdo con el alineamiento entre la proteina His-Q4CQ28 (Modell_01) y la lipasa de G.
zeae (3ngm.1.A), la bandera de histidina incorporada a la proteina en estudio (recuadro verde) no

afecta su estructura terciaria.

La Figura 28 muestra la estructura terciaria probable de His-Q4DC56, establecida por homologia con
la estructura terciaria de la proteina manosil-oligosacarido a-1,2-manosidasa, presentando un
porcentaje de identidad del 30.14%. Acorde co el alineamiento entre dichas secuencias, la bandera de

histidina incorporada a la proteina en estudio (recuadro verde) no modifica su conformacion terciaria.
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Alineamiento Modelo-Templado

Model 01 MRGSHHHHHHGMASMTGGQMGRDLYDDDDKDRWGSELEICSWIRMRSGGDGKKGPGPAACIFLLVALPLVTAMCVRGGGE 80
1kkt.1.A

Model 0l1/GGGVGEDEGEGGGAWRSTDALHP

1kkt.1.A [(ORRADAVEEAFQHAWNGYMRYAFPHDEL PRV G 92
239

il . BGFHTEFRRYARWVEENVSEDI

1kkt .l AMCKEDVVNAILERVE) F EYCFETT DRETECMLSCYDLT Q) ¥vD-NQDLIDGLLDOSENLADVLEEAF) 170

toiel ol NTSTGIRYGAVNLREGLD

PTETTIASTAGGGTFLVEMTALSGLTGDDRYERAARRASEALFAARS EPreEMeNEID
1kkt.1.A[DTESGVEY [ I avTar LFLEWT LS DL DG DEEYARLEQRAES vLL.T) o lelinilcE EF mRET

388

Mode1_01 GMLTIVDRRS GREESSAEY
1kkt.1.A|INDG Q[ [PsWNGGDDEEYEYLIRNYVY EpsE=DsvrNEPLESY 320
1kkt.1.A[LTCFDGGSFLLGGTVLDR(QDFIDEGLELVDGCEAT YN [rome 408
oo EERESVYMLYRATHDEAYLVMGKELALAINLRMATPYGEATLRNYDLPHGDE QD TME SFMIAETIRYEYLLEDECNAY
1kkt.1.AEVIESFYYARRVIGKEIYRDWVWNAFVAINSTCPT DSG[Paaps v P¥DNQE SELERE[MEYSYLAHSEDAAW 1487
Model 01 EWWGPVSSNNLFSELLEEYLMWGEDVVEFAFPSDDRLG °0°
1kkt.1.A[0VQ G FEwreanfTy 510
Model 01|CYPLFNHGGIAAGVEFHRRRLDVIDSLIDDLHELQGCDNDRGGGNTAPHRFYCANHALSDVERISKSIFR &
lkkt.1l.A

Figura 28. Estructura terciaria probable de la proteina His-Q4DC56 de T. cruzi NM1-
cll. La bandera de histidina incorporada a la proteina Q4DC56 (recuadro verde) no afecta su
estructura terciaria, de acuerdo con el alineamiento entre la proteina His-Q4DC56 (Modell_01) y

proteina manosil-oligosacarido a-1,2-manosidasa (1kkt.1.A).

De acuerdo con lo obtenido, la bandera de histidinas a fusionar a las proteinas Q4D2C9, Q4CY87,
Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56 no modifica sus estructuras secundarias ni terciarias, por lo tanto, se

espera que no afecte su capacidad antigénica.

10.3. CLONACION DE LAS SECUENCIAS CODIFICANTES DE Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 Y
Q4DC56 EN EL VECTOR pGEM®-T EASY.

Para obtener y clonar las secuencias en estudio, primero se procedio a su amplificacion por la técnica

de PCR utilizando como templado ADN gendmico de T. cruzi NM1-cl, debido a que las secuencias

codificantes de T. cruzi no contienen intrones. Se amplificaron las secuencias codificantes de Q4D2C9
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(Tc00.1047053505163.80), Q4CY87 (Tc00.1047053510001.20), Q4DYC3 (TcCLB.511817.40),
Q4CQ28 (TcCLB.510681.30) y Q4DC56 (Tc00.1047053508317.80), utilizando una enzima ADN Taq
polimerasa de alta fidelidad, con el objetivo de obtener una replicacion fidedigna de dichas secuencias.
Como se puede observar en la Figura 29, los productos amplificados de 2397, 2466, 867, 1047 y
1890pb corresponden a los amplicones esperados de Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y
Q4DC56, respectivamente. En el caso del inserto Q4CQ28, se observa un barrido sobre el producto

amplificado generado, posiblemente por un exceso de muestra corrida.

= Q4D2C9
N Q4CY87
W Q4DYC3
& Q4CQ28
O Q4DC56

3000pb

| S e 2000pb

1890pd
1500pb

s 1047pb 1000pd
867pb 850pb
650pb

Figura 29. Amplificacién por PCR de las secuencias codificantes a
Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28y Q4DC56. Carril 1: Inserto Q4D2C9 de
2397pb; Carril 2: Inserto Q4CY87 de 2466pb; Carril 3: Inserto Q4DYC3 de 867pb;
Carril 4: Inserto Q4CQ28 de 1047pb; Carril 5: Inserto Q4DC56 de 1890pb; Carril PM:

Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Los productos de PCR obtenidos se ligaron al vector de clonacion pGEM®-T Easy como se describe
en materiales y métodos, dando como resultado las construcciones pGEM-TE-2C9, pGEM-TE-Y87,
pGEM-TE-YC3, pGEM-TE-Q28 y pGEM-TE-C56. La identificacion de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) positivas a dichas construcciones se realiz6 mediante la extraccion de ADN de plasmido de
diversas UFC blancas transformadas, seguido de su digestibn enzimatica para liberar el inserto
presente y su andlisis en un gel de agarosa. Acorde a la Figura 30, se obtuvo ADN de plasmido de las
cinco construcciones en estudio, cuyos productos digeridos concuerdan a los tamarfios esperados de
2397, 2466, 867, 1047 y 1890pb para los insertos Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56,
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respectivamente, y 3015pb para el vector pGEM®-T Easy. De acuerdo con lo anteriormente

mencionado, la clonacion de los insertos amplificados en el vector pGEM®-T Easy se realizo
correctamente.

Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56

—3— —4— —8— pGEMTE
SO D SD D SD D (- PM

. Rl

ted e P

5000pb
3015PD g 3015PD vt 3015pD gt '3015pb St 3015 s - bk

3000pb
22466[)0 2397Db 3015pb 2000pb

1890pb Se——s 1500pb
o

1047pb ' 1000pb
867ph s P 850pb

Figura 30. Extraccion de ADN de plasmido de las construcciones pGEM-TE-2C9,
pGEM-TE-Y87, pGEM-TE-YC3, pGEM-TE-Q28 y pGEM-TE-C56 por el método
modificado de Hirt. Carriles 1-5 S/D: ADN de plasmido de las construcciones en estudio; Carriles

1-5 D: ADN de plasmido de las construcciones en estudio digeridas por EcoRl; Carril (-): Control
negativo, vector pPGEM®-T Easy; Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

A partir de las UFC transformadas y positivas determinadas anteriormente, se extrajo ADN de plasmido
mediante lisis alcalina de cada construccidn en estudio, realizando digestiones enziméaticas con EcoRl
para comprobar una vez mas que las construcciones obtenidas contienen los insertos determinados
unidos al vector pPGEM®-T Easy. En la Figura 31, las construcciones digeridas presentan los tamafios
esperados a cada inserto analizado.
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Q4CY87 Q4DYC3 Q4CQ28 Q4DC56

St i’ =l —— PEEMVE
S/ID D SD D S/ID D S/ID D (-y PM

= g B B

= 4000pb
3015pb= 3015pD e 3015pb s 301Sphamue  3015DD st et - 2000pb

h ¥ ind D, oy 2000pb
2466pb 2397pb 1890pb -_— ?mozb
G

1047pb -~ $500ph

850pb

-

Figura 31. Extraccién de ADN de plasmido de las construcciones pGEM-TE-2C9,
pGEM-TE-Y87, pGEM-TE-YC3, pGEM-TE-Q28 y pGEM-TE-C56 mediante lisis alcalina.
Carriles 1-5 S/D: ADN de plasmido de las construcciones en estudio sin digerir; Carriles 1-5 D: ADN
de plasmido de las construcciones en estudio digeridas por EcoRl; Carril (-): Control negativo, vector
PGEM®-T Easy; Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Como se mencioné anteriormente en el punto 10.1, durante la amplificacion por PCR de la secuencia
codificante de Q4DC56 pueden amplificarse otras dos secuencias, TcCLB.505267.50 vy/o
TcCLB.508317.120 de 1,794pb. Por lo cual se amplificé un fragmento de dicha secuencia a partir de
la construccion pGEM-TE-C56 obtenida, utilizando el oligonucleétido antisentido 5’-CCGGAATTCTCA
GTCTGCGATGAAACTCCAC-3 especifico a Q4DC56. Conforme los resultados de la Figura 32, la
construccion pGEM-TE-C56 evaluada no contiene al inserto Q4DC56, infiriendo que la secuencia
amplificada y ligada al vector pPGEM®-T Easy corresponde a alguna de las otras dos secuencias. Por

esta razon, no se continud con la subclonacion de éste inserto.
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Q4DC56
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_ | seste 2000pb
1713pb @sm—_ 1500pD

L 2R d ]
L )

. S 550D
~550pb “ S 500pb

400pb 400pb

200pb
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P 100pb

Figura 32. Amplificacion de Q4DC56 utilizando
oligonucledtidos especificos. Carril 1 (C): producto de
1713pb correspondiente al fragmento esperado de Q4DC56;
Carril 2 (E): productos inespecificos de 550, 400 y 150pb; Carril
PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Para identificar UFC positivas a la construccion pGEM-TE-C56, se tendra que evaluar en trabajos
futuros, mediante PCR anidada de colonia, a partir de diversas colonias blancas transformadas,
utilizando el oligonucleétido sentido disefiado en la presente experimentacion y el oligonucle6tido

antisentido especifico a Q4DC56.

10.4. SUBCLONACION DE INSERTOS EN pRSET®-A
A partir de las construcciones obtenidas pGEM-TE-2C9, pGEM-TE-Y87, pGEM-TE-YC3 y pGEM-TE-
Q28, se llevo a cabo la liberacion de los insertos a subclonar (Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3y Q4CQ28)
por digestion enzimatica con las enzimas de restriccion especificas para cada uno de ellos (Tabla 4).
De igual forma se digiri6 enziméaticamente el vector pPRSET®-A con las mismas enzimas. Los insertos
de Q4DYC3 y Q4CQ28, y el vector pRSET®-A digeridos y purificados se analizaron en un gel de
agarosa, mostrando Unicamente los productos deseados de 867, 1047 y 2897pb, respectivamente
(Figura 33). En el caso de Q4CY87, se purifico tanto el inserto como el vector pPGEM®-T Easy debido

a que los productos son de tamafio similar y no fue posible realizar un corte del inserto sin
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contaminacién del vector, situacion que también presento el inserto Q4D2C9. Motivo por el cual no se
continué en este trabajo con la subclonacion de estos insertos y se pretende en un trabajo futuro
concluir estas construcciones, digiriendo el vector con otras enzimas que permitan separarlo de los
insertos.

PRSET A

BamHI Kpnl BamHI
Kpnl  EcoRl Hindil PM

/e R

Q4DYC3
N Q4CY87
w Q4CQ28

—

3015pb , ‘ - B 5000pb

2466pb 3 2897pb ———— 2000pb
-
>

4 1000pb
1047pb : ' - 850pb

Figura 33. Purificacion del vector pRSET®-A y los insertos Q4DYC3, Q4CY87 y
Q4CQ28. Carril 1: inserto Q4DCY3 de 867pb; Carril 2: productos de 3015pb y 2466pb
correspondientes al vector pPGEM®-T Easy y al inserto Q4CY87; Carril 3: inserto Q4CQ28 de
1047pb; Carriles 4-6: producto de 2897pb correspondiente al vector pRSET®-A digerido;
Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Con las ligaciones resultantes de los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 en pRSET®-A, se transformaron
bacterias E. coli DH5a. La identificacion de UFC transformadas positivas se realiz6 mediante extracciéon
de ADN de plasmido por el método modificado de Hirt para la construccion pRSET-A-YCS3, y por PCR
de colonia para la construccion pRSET-A-Q28. En la Figura 34 se puede observar que el ADN de
plasmido evaluado corresponde a la construccion pRSET-A-YC3, ya que su digestion con las enzimas
BamHI y Kpnl comprobd la presencia del inserto Q4DYC3 del tamafio esperado de 867pb y la banda
correspondiente al vector pPRSET®-A de 2897pb.
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Q4DYC3
pRSETA ——1—

) sp D

3764pb -
g 4000pb

2897ph S 3000pb

Figura 34. Extraccion de ADN de plasmido de la construccion
pRSET-A-YC3 por el método modificado de Hirt. Carril (-): control
negativo, vector pRSET®-A de 2897pb; Carril 1 S/D: construccion pRSET-A-
YC3 sin digerir de 3764pb; Carril 1 D: productos de 2897pb y 867pb
correspondientes al vector pRSET®-A y el inserto Q4DYC3; Carril PM:

Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.
Las siete UFC analizadas por PCR de colonia de la transformacién con la construcciéon pRSET-A-Q28

resultaron positivas, mostrando la amplificacién de un producto de 1047pb correspondiente al inserto
Q4DYC3 (Figura 35).
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Figura 35. Identificacién de construcciones pRSET-A-Q28 a través de PCR de
colonia. Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; Carriles a — g:
producto de 1047pb correspondiente al inserto Q4CQ28.

Las bacterias identificadas como positivas fueron extraidas mediante lisis alcalina y digeridas
enzimaticamente, comprobando que la subclonacién de los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 en pRSET®-
A fue exitosa (Figura 36), resultando en las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28 de 3764 y
3944pb, respectivamente, asi como sus productos digeridos de 867, 1047 y 2897pb que corresponden
a los insertos Q4DYC3, Q4CQ28 y al vector pRSET®-A.
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000pb
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Figura 36. Extraccion de las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-
Q28 mediante lisis alcalina. Carril (-): control negativo, vector pPRSET®-A; Carriles
1y 2 S/D: construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28 sin digerir; Carriles 1y 2 D:
productos digeridos de las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28 digeridas;
Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Antes de realizar la secuenciacion de las construcciones obtenidas pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28, se
verificd que en efecto estos ADNs estuvieran conformadas por los insertos Q4DYC3 y Q4Q28 unidos
al vector pRSET®-A. Para ello, se utilizaron las enzimas Xbal y Hindlll, cuyos sitios de restriccion se
encuentran en el vector pPRSET®-A flanqueando los insertos clonados y se encuentran ausentes en el
vector pPGEM®-T Easy. Como se muestra en la Figura 37, ambas insertos se encuentran clonados en
pPpRSET®-A, ya que las digestiones se llevaron a cabo correctamente, linealizando el vector de 2897pb
y liberando los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 que se visualizaron en una banda de 867 y 1047pb,
respectivamente.
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Figura 37. Extraccion de las construcciones a secuenciar pRSET-A-YC3y pRSET-
A-Q28 a través de QIlAprep® Spin Miniprep Kit. Carril (-): control negativo, vector
PRSET®-A; Carriles 1 y 2 S/D: construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28 sin digerir;
Carriles 1 y 2 D: productos digeridos de las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28
digeridas; Carril PM: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

10.5. SECUENCIACION DE CONSTRUCCIONES PRSET-A-YC3 Y pRSET-A-Q28
La secuenciacién de las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28 se llevé a cabo con el fin de
comprobar la veracidad de las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28. Los resultados
obtenidos constan de dos secuencias nucleotidicas, la primera generada a partir del oligonucleétido
sentido ubicado rio arriba del inserto y la segunda a partir del oligonucleétido antisentido ubicado rio
abajo del mismo y ambas secuencias fueron alineadas con la herramienta bioinformatica BLASTn. En
el caso de la construccion pRSET-A-YC3, el alineamiento de las secuencias recibidas presentd un
porcentaje de identidad del 100%, sefialando que no existen diferencias entre ellas e indicando que la
secuenciacion realizada de esta construccion es fidedigna (Anexo 15.2). En cambio, los resultados de
la construccién pRSET-A-Q28 muestran algunas diferencias, que se encuentran en los primeros 60
nucleotidos y posteriores a los 800 nucleétidos, quedando fuera de los limites de confiabilidad de la
secuenciacion y sugiriendo que los cambios no son reales (Anexo 15.3). Ademas, las secuencias
analizadas fueron obtenidas a partir de ADN genomico de T. cruzi NM1-cl1, cepa que, al no contar

actualmente con su genoma secuenciado, dificulta comprobar si los cambios observados son reales
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resultado de polimorfismo entre cepas o consecuencia de estar fuera del rango confiable de
secuenciacion. No obstante, a través de la herramienta BLAST de la base TriTrypDB se recabaron las
principales secuencias ortélogas de los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 en las cepas CL Brener No-
Esmeraldo, Dm28c, Marinkellei B7, Sylvio X10y TCC de T. cruzi (Tabla 12), con la finalidad de poder

realizar un alineamiento multiple y determinar si existen polimorfismos entre ellas.

Tabla 12. Genes ortologos de las secuencias codificantes a las proteinas Q4DYC3y Q4CQ28.

Cepa Q4DYC3 Q4CQ28
CL Brener Esmeraldo TcCLB.510521.10 TcCLB.509011.90
CL Brener No-Esmeraldo Tc00.1047053511817.40 Tc00.1047053510681.30
Dm28c TCDM_02568 BCY84 00131
Marinkellei B7 Tc_MARK_93 -
Sylvio X10 TCSYLVIO_001410 TCSYLVIO_002870
TCC C3747_83g22 C3747_49g251

En el alineamiento mdltiple de la construccion pRSET-A-YC3 con sus secuencias ortdlogas (Anexo
15.4), se presenta una mutacion en el nucleétido 804, correspondiente a un cambio de adenina por
guanina. Sin embargo, ambos codones (CAA y CAG) codifican al mismo aminoacido, Glutamina,

resultando en un cambio conservado, que no afecta a la proteina en estudio Q4DCY3.

En cuanto a la alineacion de la construcciéon pRSET-A-Q28 (Anexo 15.5), se encontraron nueve
cambios de nucledtido, de los cuales uno es conservado y ocho no conservados. Estos ultimos cambios
de no ser polimorfismos propios de la cepa pueden generar modificaciones en el plegamiento,
funcionamiento y antigenicidad de la proteina Q4CQ28. Debido a esto, se realizd la obtencion,
secuenciacion y alineacion de otras dos clonas de la construcciéon pGEM-TE-Q28 (Anexo 15.6), que
mostraron los mismos cambios mencionados anteriormente, apoyando la posibilidad de que sean
posibles polimorfismos propios de la cepa NM1-cll. Otra posibilidad pudiera ser que son cambios
generados durante la experimentacion, al exponer el ADN tefiido con bromuro de etidio y/o luz UV. Aun
cuando esto es posible, consideramos que es poco probable que se den tantos cambios y de manera
restringida en partes determinados de la secuencia. Por lo tanto, en trabajos futuros se llevaran a cabo
nuevas secuenciaciones con otros oligonucleétidos que se unan a distancias leibles de las secuencias
en duda, para asegurar estar dentro de los limites confiables de secuenciacién. En caso de que los

cambios en la secuencia se reproduzcan, se realizaran nuevas clonaciones a partir de ADN y ARNm
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acoplado a PCR de transcripcion inversa, asi como la secuenciacion de varias clonas para corroborar

si el resultado obtenido es producto de polimorfismos propios de la cepa NM1-cl1.

10.6. OBTENCION Y PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES His-Q4DYC3 e His-Q4CQ28
Para poder inducir la expresion de las proteinas His-Q4DYC3 y His-Q4CQ28, se transformaron células
BL21(DE3)pLysS de E. coli con las construcciones pRSET-A-YC3 y pRSET-A-Q28, identificando diez
UFC positivas a dichas construcciones por medio de PCR de colonia, obteniendo como productos
amplificados los insertos Q4DYC3 y Q4CQ28 de 867 y 1047pb (Figuras 38 y 39). Cinco de dichas

UFC fueron elegidas para inducir las proteinas recombinantes en estudio.

Q4DYC3

Figura 38. Identificacion de construcciones pRSET-A-YC3 a través de PCR de colonia. Carril PM:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; Carriles a — j: producto de 867pb correspondiente al inserto
Q4DYCS.
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Figura 39. Identificacion de construcciones pRSET-A-Q28 a través de PCR de colonia. Carril PM:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; Carriles a — j: producto de 1047pb correspondiente al inserto
Q4CQ28.

Con la finalidad de determinar las condiciones 6ptimas de induccién de las proteinas recombinantes
en estudio, se realizaron curvas de temperatura (30 y 37 °C), tiempo de induccion (1, 2, 3, 5 horas y
ON (16 horas aproximadamente)) y concentracion de IPTG (0.5, 1 y 2.5 mM), como se describe en
materiales y métodos. En la curva de temperatura y tiempo de induccién de la proteina His-Q4DYC3
(Figura 40), las muestras evaluadas tanto a 30°C como a 37°C en los diferentes tiempos de induccion
mostraron la expresién de una proteina de 36KDa, la cual al ser reconocida por un anticuerpo anti-
polihistidinas por Western blot comprueba que corresponde a la proteina Q4DYC3 fusionada a una
bandera de histidinas. Con estos resultados, se eligi6 como mejor condiciéon de inducciéon 1 hora a
30°C, ya que utilizando estos parametros ademas de observar la proteina recombinante, no se observo
degradacién ni dimerizacién de la proteina deseada (Figura 40.B). También, como se muestra en
Figura 41, se determind que la concentracién Gptima de induccién con IPTG es 1mM, ya que a ésta

se produce la mejor cantidad de la proteina recombinante His-Q4DCY3 en la fraccion soluble.
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Figura 40. Curva de induccion de la proteina His-Q4DYC3 a diferentes tiempos y
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temperaturas. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; NI:
muestra no inducida; 1H — 5H: horas post-induccioén; ON: muestra inducida durante una noche. A) SDS-
PAGE tedido con Azul de Coomassie, se observan multiples bandas que corresponden a proteinas
celulares de E. coli, resaltando una banda de aproximadamente 37KDa («); B) Western Blot, en todas
las muestras se observa el reconocimiento de la proteina en estudio His-Q4DYC3 de 36.097KDa con el
anticuerpo antihistidinas (<), posible degradacion de la proteina en estudio (<) y posible dimerizacién
(<) de dicha proteina. En ambos geles se muestra en la parte superior las temperaturas en que fue

realizada la induccién.
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Figura 41. Curva de induccion de la proteina His-Q4DYC3 a 30°C durante 1 hora con
diferentes concentraciones de IPTG. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein™
Dual Color Standards; NI: muestra no inducida; FI: fraccion insoluble; FS: fraccion soluble; FT: fraccion
total. A) SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie, miltiples bandas correspondientes a proteinas
celulares de E. coli, resaltando una banda de aproximadamente 37KDa (<«); B) Western Blot, todas las

muestras inducidas presentan reconocimiento de la proteina His-Q4DYC3 de 36.097KDa por un
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anticuerpo antihistidinas (). Se aprecian bandas de posible degradacion (<) y posible dimerizacion (<)

en algunas muestras.

La proteina His-Q4CQ28 de 43KDa no logré expresarse bajo las condiciones probadas en la presente
experimentacion, como se muestra en la Figura 42. B, en que el anticuerpo anti Histidinas no reconocié
ninguna banda, indicando que no hubo expresion de la proteina recombinante Q4CQ28 fusionada a
una bandera de histidina.

A 30°C 37°C B 30°C 37°C
PM NI 1H 2H 3H 5H ON NI 1H 2H 3H 5H ON  PM NI 1H 2H 3H 5H ON NI 1H 2H 3H 5H ON
B[00 -
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Figura 42. Curva de induccion de la proteina His-Q4CQ28 a diferentes tiempos y
temperaturas. PM: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; NI:
muestra no inducida; 1H — 5H: horas post-induccién; ON: muestra inducida durante una noche. A) SDS-
PAGE tefiido con Azul de Coomassie, muestra multiples bandas que corresponden a proteinas
celulares de E. coli, encontrandose en mayor concentracion una banda de aproximadamente 45KDa
(«); B) Western blot, las muestras evaluadas no indican el reconocimiento de alguna proteina con

bandera de histidina.

Una vez determinada su correcta induccién, procedimos a la purificacion de la proteina recombinante
His-Q4DYC3 mediante perlas de niquel-sefarosa ON como se describe en materiales y métodos. Como
se observa en la Figura 43, se obtuvo la proteina de interés, aunque no completamente pura ya que
también se purificé con ella una proteina de aproximadamente 45KDa como se observa en los eluidos
E1 — E4 de Figura 43.A. Por ser en donde se obtuvo la mejor cantidad de nuestra proteina

recombinante His-Q4DYC3, se eligi6 el eluido 1 para continuar con la experimentacion (Figura 43.B).
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Figura 43. Purificacién de His-Q4DYC3 con perlas Ni-sefarosa. PM: Marcador de peso

molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Fl: fraccion insoluble; FSNU: fraccion
soluble no unida; L1-L5: Lavados; E1-E5: Eluidos; P: perlas de Ni-sefarosa. A) SDS-PAGE tefido
con Azul de Coomassie: se observan multiples bandas que corresponden a proteinas celulares de
E. coli, resaltando una banda de aproximadamente 37KDa principalmente en Fl y E2 («); B)
Western Blot: se observa el reconocimiento de una proteina de aproximadamente 37KDa por un
anticuerpo antihistidinas, correspondiendo a la proteina en estudio His-Q4DYC3 de 36.097KDa (<),
en Flylos eluidos 1, 2, 3y 4.

Para descartar la posible interferencia de las proteinas contaminantes obtenidas durante la purificacion
de la proteina recombinante His-Q4DYC3, se indujo y purificé bajo las mismas condiciones la bandera
de histidinas como control negativo (Figura 44), obteniendo la ausencia de la proteina recombinante
en estudio y un patron de proteinas similar al observado en la purificacién de esta (Figura 43).
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Figura 44. Purificacion del control His-pRSET-A con perlas Ni-sefarosa. PM: Marcador
de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Fl: fraccién insoluble; FSNU:
fraccion soluble no unida; L1-L5: Lavados; E1-E5: Eluidos; P: perlas de Ni-sefarosa. A) SDS-PAGE
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teflido con Azul de Coomassie, los eluidos obtenidos muestran un patron de proteinas celulares de
E. coli similares a los presentes en la induccién de His-Q4DYC3; B) Western Blot, no hay

reconocimiento de proteinas por el anticuerpo anti-polihistidinas.

De acuerdo con los resultados mencionados, se eligieron los eluidos 1 y 4 de la proteina His-Q4DYC3
purificada para evaluar su antigenicidad. El eluido 4 fue precipitado con acetona en proporcion 1:4,
con el propdsito de aumentar la concentracion de la proteina en estudio. El control de histidinas

seleccionado fue el eluido 1.

10.7. EVALUACION DE ANTIGENICIDAD DE LA PROTEINA RECOMBINANTE His-Q4DYC3 ANTE
SUEROS REACTIVOS A T. cruzi.
La evaluacion de las diversas muestras serolégicas disponibles en el laboratorio, se llevé a cabo
mediante el kit Test ELISA Chagas lll, a fin de corroborar su presunta reactividad y no reactividad ante
T. cruzi. Los seis sueros no reactivos evaluados, fueron determinados como tal al presentar valores de
absorbancia menores al punto de corte. Por otra parte, de los ocho sueros establecidos previamente
como reactivos, cinco fueron catalogados como positivos y tres como no reactivos, razon por la cual
estos ultimos fueron descartados (Figura 45). De acuerdo con sus valores de absorbancia, se eligieron
a los sueros reactivos con los valores més altos (R1, R5, R7 y R8) y los sueros no reactivos con los
valores mas bajos (NR1, NR2, NR4 y NR5). Los valores de corte fueron calculados a partir del promedio
de los sueros no reactivos mas dos desviaciones estandar (Machado y colaboradores, 2012 y Naqvi y

colaboradores, 2019).
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Figura 45. Evaluacion de reactividad de muestras seroldgicas ante T. cruzi. Los sueros
determinados previamente como no reactivos (puntos azules) se encuentran debajo del valor de
corte (linea verde). Cinco de los ocho sueros reactivos (puntos rojos) se encuentran por encima de
la linea de corte y tres por debajo de la misma. En A, se observan los resultados del control positivo
y negativo del kit diagnéstico utilizado y 3 de los sueros no reactivos (NR) y 3 de los sueros reactivos

(R). En B se muestran los resultados de otros 3 sueros NRy 5 R.
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Como control positivo de la presencia o ausencia de anticuerpos anti-T. cruzi en los sueros elegidos,
se realizaron ensayos ELISA caseros utilizando un extracto total de proteinas de epimastigotes de T.
cruzi NM1-cll, obteniendo que los sueros no reactivos dieron resultados negativos al obtener
densidades o6pticas por debajo del valor de corte, mientras los sueros reactivos mostraron densidades
superiores al dicho valor clasificandose como positivos (Figura 46). Estos resultados son de esperarse,
debido a la alta sensibilidad que presenta el uso de extractos totales de epimastigotes en métodos

seroldgicos (Umezawa y colaboradores, 1999 y Berrizbietia y colaboradores, 2004).
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Figura 46. Evaluacion del reconocimiento del extracto total de proteinas
de epimastigotes de T. cruzi de la cepa NM1-cl1 por sueros reactivos y no
reactivos a T. cruzi. Los sueros no reactivos (Cuadros azules sin relleno) se
encuentran debajo del valor de corte (linea verde). Mientras, los sueros reactivos

(Cuadros azules) se encuentran por encima de la misma.

Tres muestras de la proteina recombinante His-Q4DYC3 fueron evaluadas a través de ensayos ELISA
con los sueros reactivos y no reactivos seleccionados. Como se muestra en la Figura 47, los sueros
no reactivos, tanto a dilucion 1:25 como 1:50 presentaron valores menores al valor de corte establecido

con las tres muestras de la proteina en estudio. De igual forma, los sueros reactivos mostraron valores
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negativos a ambas diluciones. Indicando la baja reactividad de la proteina recombinante His-Q4DYC3
con los sueros reactivos a T. cruzi. Estos resultados pueden tener varias explicaciones posibles, las
cuales seran analizadas a detalle en la discusion: 1) una proteina recombinante por si sola
generalmente no es suficiente para detectar muestras seroldgicas positivas de forma sensible, 2)
debido a la falta de modificaciones postraduccionales necesarias para la antigenicidad de la proteina
recombinante bacteriana, y 3) la ausencia de anticuerpos especificos contra esta proteina en los sueros
evaluados. No obstante, cabe resaltar el hecho de que la muestra concentrada de His-Q4DYC3
present6 una densidad optica mayor a las muestras sin concentrar, abriendo la posibilidad de obtener

mejores resultados, al utilizar una mayor cantidad de proteina recombinante.

El control de histidinas incluido en estos ensayos mostré valores por debajo de la linea de corte al
utilizar sueros no reactivos y reactivos, con excepcion del suero no reactivo 5 y el suero reactivo 8, los
cuales presentaron valores de densidad éptica dentro de la zona gris, determinada de acuerdo con lo
reportado por Machado y colaboradores (2012). Estos resultados pueden ser consecuencia de la
presencia de anticuerpos contra proteinas de E. coli presentes en los sueros, recordando que este
microorganismo fue utilizado como sistema de expresion de la bandera de histidinas y de la proteina

recombinante.
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Figura 47. Evaluacién del reconocimiento de la proteina recombinante His-Q4DYC3 por
sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi. Los sueros no reactivos evaluados con las diferentes
muestras de His-Q4DYC3 muestran valores de densidad éptica por debajo de la linea de corte (Marcadores
sin relleno). El suero no reactivo 5 evaluado con el control de histidinas presenta valores dentro de la zona
gris. La mayoria de los sueros reactivos evaluados con sueros reactivos (Marcadores con relleno), también
presentaron valores por debajo de la linea de corte. Solamente el control de histidinas evaluado con el suero

reactivo 8, mostré valores dentro de la zona gris.
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11. DISCUSION

Se estima que en México existen 4.06 millones de individuos infectados por T. cruzi, situdndolo como el
pais endémico con el mayor numero de infectados con el parasito en América Latina (Arnal y
colaboradores, 2019). En la actualidad, el control del vector y un diagnédstico confiable de la infeccién
con T. cruzi son los métodos mas efectivos para controlar y prevenir la enfermedad, permitiendo la
aplicacion de un tratamiento oportuno y la disminucion de su transmision. Esto representa un
considerable beneficio econdmico tanto para el sector salud como para los individuos infectados
(Carabarin y colaboradores, 2013; Ramsey y colaboradores, 2014; Salazar y colaboradores, 2016;
Bartsch y colaboradores, 2018; Arnal y colaboradores, 2019 y Dopico y colaboradores, 2019). El
diagnéstico de la ECH en su fase crénica es complicado debido a la amplia heterogeneidad genética
que presenta T. cruzi ain en una misma region endémica, resultando en la ausencia de una prueba
seroldgica con alta sensibilidad y especificidad capaz de discriminar cualquier muestra serolégica
positiva y negativa, independientemente del origen geogréfico y variabilidad genética y antigénica de la
cepa del parasito. Resaltando asi, la importancia de identificar nuevas biomoléculas antigénicas e
inmunodominantes de T. cruzi, para desarrollar nuevas herramientas diagnésticas (De Marchi y
colaboradores, 2011; Marcipar y colaboradores, 2012; Carabarin y colaboradores, 2013; De Oliveira y
colaboradores, 2013; Rocha y colaboradores, 2017; Rojo y colaboradores, 2018 y Dopico y
colaboradores, 2019).

En un trabajo previo del laboratorio se aislaron 15 cepas de T. cruzi autéctonas del Estado de Oaxaca,
las cuales fueron caracterizadas genética, molecular, biolégica y antigénicamente. Se determind un
repertorio antigénico diferencial de las cepas aisladas, cuando se evaluaron por Western blot sueros
reactivos a T. cruzi provenientes de individuos infectados de las mismas zonas geograficas. También,
por ensayos de inmunoprecipitacion con los sueros reactivos a T. cruzi ligados a espectrometria de
masas y secuenciacion masiva, se identificaron un total de 64 proteinas y 721 epitopos en epimastigotes,
y 432 proteinas y 8170 epitopos en tripomastigotes, generando una plataforma de posibles antigenos
con potencial diagnéstico, conforme sus valores predictivos de epitopos, localizacion celular,
reproducibilidad y homologia con proteinas de otros organismos. Entre estas secuencias se encuentran
las proteinas en estudio Q4D2C9, Q4CY87, Q4DYC3, Q4CQ28 y Q4DC56, de este trabajo de

investigacion.

Se clonaron las secuencias codificantes anteriores para obtener las proteinas recombinantes para su
posterior evaluacion de antigenicidad. La decision de evaluar los epitopos como parte de las proteinas
recombinantes se debe, a que se sabe que éstas son Utiles para el diagnéstico de la ECH en fase cronica

a través de ensayos seroldgicos, ya que a diferencia de los extractos totales de T. cruzi, tienen una alta
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especificidad y proporcionan un amplio repertorio de epitopos sin interferencia de proteinas que puedan
causar falsos positivos (Umezawa y colaboradores, 1996; Umezawa y colaboradores, 1999; GOomez y
colaboradores, 2011 y De Marchiy colaboradores, 2011), entendiendo por especificidad a la proporcion
de individuos sanos o que no presentan una condicion determinada, clasificados como negativos por
una prueba diagnostica (Nufiez, 2008). Otro criterio para utilizar las proteinas recombinantes es la
posibilidad de producirlas en grandes cantidades de forma pura y en su forma nativa, manteniendo sus
propiedades antigénicas (Camussone y colaboradores, 2009; De Marchi y colaboradores, 2011 y Mucci
y colaboradores, 2017). Cabe mencionar que recientemente, el uso de péptidos sintéticos en pruebas
inmunodiagndésticas ha aumentado, puesto que también pueden producirse en grandes cantidades de
forma pura y, ademas, son moléculas quimicamente estables y definidas como epitopos antigénicos
(Mucci y colaboradores, 2017). No obstante, estos péptidos solo son eficaces cuando se trata de
epitopos lineales y no cuando son conformacionales. Se sabe que el reconocimiento antigeno-
anticuerpo es una interaccion especifica entre dos biomoléculas altamente afines, por lo que cualquier
modificacion en alguna de ellas puede alterar dicha interaccion. Los epitopos de las moléculas
antigénicas se pueden clasificar en dos tipos: lineales y conformacionales. Los primeros estan formados
por aminoacidos consecutivos en la estructura primaria de la biomolécula, mientras los segundos
constan de aminoé&cidos dispersos que se encuentran préximos gracias a su conformacion secundaria
y/o terciaria. Aproximadamente el 90% de los epitopos reportados en la literatura son conformacionales,
por lo que es importante para este trabajo, tomar en cuenta la estructura secundaria y terciaria de las
proteinas en estudio. En este sentido, de acuerdo con el andlisis in silico realizado las proteinas
recombinantes en estudio no sufren alteraciones conformacionales al fusionarse a la bandera de
histidinas, por lo que esperariamos que su antigenicidad tampoco se ve afectada (Sela y colaboradores,
1967; Kulkarni, Bhosle y Kolaskar, 2005; Fernandez y Vasta, 2010; Bottino y colaboradores, 2013 y Sun
y colaboradores, 2016).

Aun cuando en el trabajo previo se identificaron epitpos de epimastigotes y tripomastigotes, nosotros
decidimos trabajar Unicamente con los de tripomastigotes. La mayoria de los métodos seroldgicos
existentes en la actualidad muestran alta sensibilidad, pero baja especificidad, debido a que utilizan
extractos totales o semi-purificados de epimastigotes, estadio del parasito presente Unicamente en el
vector. Mientras que el sistema inmune del hospedero vertebrado estd expuesto solamente a
tripomastigotes y amastigotes, por lo que los anticuerpos producidos son contra estos dos estadios. Se
sabe que hay proteinas que son estadio especificas pero hay otras que se comparten en las tres formas
del parasito e incluso en parasitos cercanos, por lo que no es de extrafiar la presencia de anticuerpos
contra antigenos de epimastigotes en muestras biolégicas de individuos infectados y la obtencién de

falsos positivos, generados por reaccion cruzada con otros agentes infecciosos, principalmente
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Leishmania sp y T. rangeli (Umezawa y colaboradores, 1996; Cuba, 1998; Umezawa y colaboradores,
1999; Berrizbietia y colaboradores, 2004; De Marchi y colaboradores, 2011; Marcipar y colaboradores,
2012; De Oliveira y colaboradores, 2013; Reis y colaboradores, 2014; Neves y colaboradores, 2016 y

Salazar y colaboradores, 2016).

Hasta la fecha, los ensayos serodiagndsticos comerciales en México para la ECH constan de antigenos
de cepas de T. cruzi aisladas en otros paises, mostrando baja sensibilidad y especificidad en la deteccién
de muestras reactivas a T. cruzi de pacientes mexicanos (Pérez y colaboradores, 1998; Sanchez y
colaboradores, 2001; Sanchez y colaboradores, 2006 y Conchay colaboradores, 2017). Se ha propuesto
gue la sensibilidad de estos ensayos puede mejorarse con el empleo de antigenos de cepas nativas de
la zona geogréfica de la misma procedencia de las muestras serolégicas a evaluar, debido a la gran
variabilidad genética, molecular, biolégica y epidemioldgica que presentan las cepas en diferentes zonas
endémicas. En el territorio mexicano, las cepas de T. cruzi reportadas pertenecen a Tcl
predominantemente, aun cuando en los Ultimos afios se han identificado cepas de los otros genotipos
(Tcll, Tclll, TelV, TeV y TeVI) (Kirchhoff y colaboradores, 1984; Bosseno y colaboradores, 2000; Ruiz y
colaboradores, 2013; Sanchez y colaboradores, 2006; Gémez y colaboradores, 2011; Ramos y
colaboradores, 2013; Zingales y colaboradores, 2012; Ibafiez y colaboradores, 2013; Martinez y
colaboradores, 2013 y Lopez y colaboradores, 2015). Las cepas autoctonas de Oaxaca utilizadas en
este trabajo, para la identificacion de los epitopos son Tcl, Tcll y TcV (Martinez y colaboradores, 2013),

por lo que consideramos que los epitopos identificados al menos representan estos tres DTUSs.

La OMS y diversos autores (Organizacion Panamericana de la Salud, 2018; Gomes, Lorena y Luquetti,
2009; De Marchi y colaboradores, 2011 y Reis y colaboradores, 2014) recomiendan que los antigenos
recombinantes a utilizar en el diagnostico de la ECH en fase crénica deben cumplir con los siguientes
puntos:

i) Ser altamente inmunogénicos en todas las poblaciones genéticamente diferentes.

i) Estar presentes en aislados de T. cruzi de diferentes regiones endémicas.

iiiy Ser estables y de facil manejo para garantizar su reproducibilidad.

iv) No presentar reaccion cruzada con otros agentes infecciosos.
De acuerdo con los resultados obtenidos en el trabajo de Martinez-Cuevas (2018), mencionados con
anterioridad, y al analisis in silico realizado en el trabajo previo y en este, las proteinas Q4D2C9,
Q4CY87, Q4DCY3, Q4CQ28 y Q4DC56 cumplen con la mayoria de las caracteristicas antes
mencionadas. Todas ellas presentaron un alto grado de inmunogenicidad en los distintos aislados de T.
cruzi utilizando las 15 cepas autdctonas analizadas para su identificacion, las cuales como se dijo

anteriormente pertenecen a diferentes regiones endémicas de la ECH en Oaxaca y representan a los
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DTUs Tcl, Tcll y TcV. Ademds, en su mayoria son estables acorde a sus propiedades fisicoquimicas,
con excepcion de Q4CY87 y Q4CQ28. Con respecto al ultimo punto referente a la ausencia de reacciéon
cruzada con otros agentes infecciosos, se buscaron secuencias ortélogas a las proteinas en estudio en
T. rangeli y Leishmania sp. En el caso de Leishmania la busqueda se limitd a cepas reportadas en
México, L. braziliensis, L. infantum y L. mexicana (Centro Nacional de Programas Preventivos y Control
de Enfermedades, 2015), encontrando en T. rangeli secuencias ortélogas a las proteinas Q4D2C9,
Q4CY87, Q4DCY3, Q4CQ28 y Q4DC56 con un porcentaje de identidad entre el 52% y 90%, mientras
las secuencias obtenidas en Leishmania sp presentan un porcentaje entre el 2% y 74%, indicando que
existe la posibilidad de presentar reaccion cruzada al utilizarse como antigenos. No obstante, esto se

debe comprobar experimentalmente en trabajos futuros.

Para poder obtener las proteinas en estudio sin modificaciones en su composicién se clonaron las
secuencias codificantes completas de éstas, por lo que los oligonucledtidos se disefiaron a partir de los
primeros y ultimos nucleétidos de los marcos de lectura completos de las secuencias, tomando al menos
18 nucledtidos para obtener una alineacion oligonucleétido-templado especifica. La estabilidad de este
alineamiento depende directamente del contenido de guanina y citosina presente, ya que dichas bases
nitrogenadas crean uniones mas fuertes (3 puentes de hidrogeno), que las formadas por las bases
adeninay timina (2 puentes de hidroégeno). Por esta misma razén, seguimos la recomendacién de contar
con bases como guanina o citosina en los extremos 5’ y 3’ de cada oligonucleétido, asegurando la unién
adecuada entre la cadena doble de ADN y la ADN polimerasa durante el inicio de la replicacién (Bing-
Yuan y Harry, 2002; Yuryev, 2007; Van Pelt-Verkuil, Van Belkum y Hays, 2008 y Feeney, Murphy y
Lopilato, 2014). En los extremos 5’ y 3’ se anadio un sitio de restriccion determinado con la finalidad de
poder generar extremos cohesivos mediante digestion enzimatica y asi favorecer la incorporacion de los
insertos amplificados al vector de expresion pRSET®-A, que presenta los mismos sitios de restriccion
(Lodge, Lund y Minchin, 2007; Cao y colaboradores, 2010 y Feeney, Murphy y Lopilato, 2014). Ademas,
se afiadieron nucle6tidos extra tanto rio arriba como rio abajo del sitio de restriccion porque se ha
demostrado que diversas enzimas de restricciobn mejoran su eficiencia hasta en un 90%, al tener cierta
cantidad de nucledttidos flanqueando su sitio de restriccion (Caldwell, Williams y Caldwell, 2006 y
Feeney, Murphy y Lopilato, 2014). En algunos casos también se afiadieron nucleétidos extra para
conservar el marco de lectura adecuado de cada secuencia codificante asegurando la correcta formacion
del codoén de paro y su correcta traduccion (Cao y colaboradores, 2010 y Feeney, Murphy y Lopilato,
2014). De acuerdo con el analisis bioinformatico realizado, existe una baja posibilidad de formacion de
estructuras secundarias entre los pares de oligonucledtidos disefiados que pudieran afectar la

amplificacion de las proteinas en estudio. Lo cual se corrobord experimentalmente, obteniendo los
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productos de PCR esperados sin la formacién de productos inespecificos, indicando el correcto disefio

de oligonucleétidos.

Al alinear las secuencias de cada par de oligonucleétidos ante el genoma de T. cruzi, se observé que
son especificos a cada secuencia codificante en el caso de las proteinas Q4D2C9, Q4CY87, Q4DCY3
y Q4CQ28. Mientras, para la secuencia codificante a la proteina Q4DC56 el par de oligonucle6tidos
utilizados puede amplificar otras dos secuencias de T. cruzi (TcCLB.505267.50 y TcCLB.508317.120)
de tamafio similar (1,794pb) a la secuencia de nuestro interés (1,890pb), lo cual dificultd su identificacion
mediante métodos electroforéticos. Cabe mencionar, que dichas secuencias son alelos de un gen
codificante a una proteina 1,2-a-manosidasa putativa, perteneciente a la familia glicosil hidrolasa 47.
Familia y tipo de proteina a la que también pertenece Q4DC56, en donde la diferencia entre ambas
proteinas es una region de 42 aminoacidos mas en Q4DC56, secuencia que podria ser utilizada para
identificar y diferenciar la secuencia codificante a nuestra proteina a través de un oligonucleétido
especifico. La construccion pGEM-TE-C56 obtenida durante el desarrollo experimental fue analizada por
PCR utilizando dicho oligo especifico, observandose que no corresponde a la proteina deseada. No
obstante, se plantea como posible solucién a esta limitante realizar en un trabajo futuro el andlisis de
diversas UFC transformadas con una nueva construcciéon pGEM-TE-C56, por PCR de colonia utilizando

el oligonucleétido especifico a la proteina Q4DC56.

La produccién de proteinas recombinantes se llevé a cabo en cinco pasos principales: amplificacion de
las secuencias codificantes a las proteinas de interés por PCR, clonacion en pGEM®-T Easy,
subclonacion en pRSET®-A, expresion proteica por E. coli BL21(DE3)pLysS y purificacion de proteinas
fusionadas por IMAC. El primer paso se realiz6 a partir de ADN gendémico de T. cruzi NM1-cl1, cepa
autoctona de Oaxaca altamente infectiva perteneciente al DTU Tcl (Bosseno y colaboradores, 2002;
GOmez y colaboradores, 2011 y Martinez-Cuevas, 2013). Esta amplificacion por PCR se hizo con el fin
de aumentar la cantidad de copias presentes de cada inserto e incorporar a estos los sitios de restriccion
necesarios para su clonacion en el vector pRSET®-A, utilizando una enzima ADN Taq polimerasa de
alta fidelidad. Esta enzima presenta una baja tasa de mutacioén al poseer actividad exonucleasa tanto en
direccién 5’ > 3’ como 3’ - 5’, asegurando una replicacion fidedigna del ADN (Steitz, 1999; Algire, 2013
y Ramos, 2017). La clonacion de los insertos obtenidos se llevo a cabo en el vector de clonacion TA,
pGEM®-T Easy, permitiendo una facil, rapida y eficiente ligacion entre ellos, sin importar el tamafio del
inserto (Ramos, 2017). Ademas, este pldsmido al contener el gen de seleccion lacZ permite la
identificacion de UFC transformadas positivas presentando un color blanco, a diferencia de las UFC
negativas que presentan un color azul. Sin embargo, pueden generarse UFC blancas negativas y/o

azules positivas, haciendo necesario confirmar la presencia o ausencia de los insertos de interés por
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extraccion de ADN de plasmido o PCR de colonia (Promega Corporation, 2015; Ramos y colaboradores,
2017 y Ahmad y colaboradores, 2018). La razén principal de utilizar este vector de clonacion TA es que
tiene en su extremo una A o T que se alinea con la base complementaria (T o A, respectivamente) en el
inserto al final de la reaccién de PCR facilitando la clonacion del amplicdn. Al quedar clonado en este
vector es benéfico porque flanqueando a los sitios de restriccidn quedan las bases del vector facilitando
el acoplamiento y corte por las enzimas de restriccion para una posterior subclonacion del inserto (Algire,
2013). Posteriormente, los insertos fueron liberados por digestion enzimética generando extremos
cohesivos compatibles con los presentes en el vector de expresiéon pRSET®-A, pero no compatibles
entre si, lo cual evita su recircularizacién y por consiguiente permite obtener una mayor cantidad de
construcciones (Tan y col, 2018). Entre las principales caracteristicas de este vector se encuentra su
capacidad de generar un gran nimero de copias gracias a su origen de replicacion pUC18 y proporcionar
una bandera de histidinas a las proteinas recombinantes para facilitar su deteccién con anticuerpos anti-
histidinas y su purificacion por IMAC (Ramos y colaboraciones, 2004 e Invitrogen, 2010). De las
construcciones obtenidas se seleccion6 a la construccion pRSET-A-YC3 para continuar la
experimentacion del presente trabajo, debido a que su clonacién, subclonacién y expresion de la proteina
recombinante fue la mas rdpida de obtener. Para inducir su expresion se transformaron células
competentes BL21(DE3)pLysS, caracterizadas por presentar una eficiencia de 1X10% UFC/ug de puUC
18, y por ser recomendadas para expresar proteinas que pudieran ser toxicas para E. coli (Agilent
Technologies, 2010 y Rosano y Ceccarelli, 2014). Por dltimo, la purificacion de dicha proteina
recombinante no fue totalmente eficiente, ya que se detectaron otras proteinas presentes, aunque en
menor proporcion a la proteina de nuestro interés, correspondientes posiblemente a proteinas celulares
de E. coli, razén por la cual se obtuvo el repetido de histidinas como control de dichas proteinas

contaminantes.

De acuerdo con los resultados de los ensayos de ELISA realizados, la proteina recombinante His-
Q4DYC3 no presentd una adecuada reactividad ante las muestras seroldgicas utilizadas. Este resultado
no es de extrafiar, ya que se sabe que una sola proteina recombinante suele no ser suficiente para un
buen reconocimiento. Se ha reportado que para asegurar un reconocimiento adecuado de muestras
positivas a T. cruzi, se recomienda utilizar una mezcla de antigenos recombinantes, minimizando la
variacion de las muestra y mejorando la sensibilidad y especificidad del ensayo diagndstico, ya que un
solo tipo de antigeno no posee la capacidad de deteccién necesaria (Umezawa y colaboradores, 1999;
Da Silveira, Umezawa y Luquetti, 2001; Berrizbietia y colaboradores, 2004; Camussone y colaboradores,
2009 y Mucci y colaboradores, 2017). Bajo este precepto nosotros planteamos inicialmente el analisis
de 5 diferentes proteinas recombinantes, que pretendiamos evaluar por separado y en combinacién. Sin

embargo, por las dificultades que se tuvieron en la obtencién de las otras 4 proteinas recombinantes

Pagina | 100



solo nos quedamos con His-Q4DYC3, no siendo al parecer suficiente y dejando la evaluacion de las
otras proteinas recombinantes para trabajos futuros. Ademas, en el caso de los sueros evaluados que
mostraron reactividad ante el control de histidinas, se sugiere retirar los posibles anticuerpos anti-E.coli
presentes en ellos mediante ensayos de adsorcion. Otra posibilidad de los resultados negativos que
obtuvimos es la posible falta de modificaciones postraduccionales en la proteina recombinante. Se sabe
que un factor involucrado en determinar la capacidad antigénica de una proteina en organismos
eucariontes, son las modificaciones postraduccionales que puede sufrir. Se ha reportado que proteinas
extracelulares o de membrana, como las de éste trabajo, suelen presentar principalmente glicosilaciones
y/o carboxilaciones (Cloos y Christgau, 2004 y Walsh, 2010). Esta posibilidad fue evaluada en el andlisis
computacional realizado, donde se obtuvieron al menos dos sitios putativos de glicosilacion en cada una
de las proteinas en estudio. Sin embargo, el utilizar a E. coli como sistema de expresion de la proteina
recombinante resulta en la obtencién de la proteina recombinante no glucosilada, pudiendo alterar la
estabilidad, plegamiento, sefializacion, actividad bioldgica e inmunogenicidad de estas proteinas (Walsh
y Jefferis, 2006 y Chen, 2011). Por lo tanto, si la proteina recombinante His-Q4DYC3 requiere de una
modificacion postraduccional para ser reconocida por los anticuerpos, podria ser este el problema del
resultado negativo. Otra posibilidad es que como se dijo anteriormente, se ha reportado la variacion del
reconocimiento de un antigeno recombinante debido a la heterogeneidad antigénica de las cepas de T.
cruzi, aun cuando pertenezcan a la misma region geogréfica, o a factores relacionados al hospedero
como la genética de éste, su sistema inmune, exposiciones previas al agente infeccioso, entre otras. Lo
anterior, resulta en la produccion de una extensa variedad de anticuerpos anti-proteinas del parasito,
que no necesariamente incluyen a la proteina Q4DYC3 (Kirchhoff y colaboradores, 1984; Oelemann y
colaboradores, 1998; Umezawa y colaboradores, 1999; Reis y colaboradores, 2014; De Fuentes y

colaboradores, 2019 y Goncgavales y colaboradores, 2019).

Aun cuando evaluamos Unicamente la posible utilidad de la proteina recombinante His-Q4DYC3, se
logré la clonacion de otras 4 secuencias (Q4D2C9, Q4CY87, Q4CQ28 y Q4DC56) que se encuentran
listas para su subclonacion en pRSET®-A, establecer las condiciones 6ptimas de expresion y evaluar
su antigenicidad en un trabajo futuro. El presente proyecto de investigacién contribuye en uno de los
proyectos globales del laboratorio, dirigido a la identificacion y caracterizacion de posibles candidatos
potenciales para la deteccion de Ab anti T. cruzi, que podrian aplicarse en un futuro para el diagnostico

crénico de la ECH.
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12. CONCLUSION
La proteina recombinante His-Q4DYC3 no es capaz de ser reconocida adecuadamente por muestras

serolégicas positivas a T. cruzi.

13. PERSPECTIVAS
Evaluar el reconocimiento de muestras reactivas a T. cruzi utilizando la proteina His-Q4DYC3 en
conjunto con otras proteinas recombinantes.
Corroborar la correcta clonacién de la secuencia codificante a la proteina Q4DC56.

Subclonar en pPRSET®-A las secuencias codificantes a Q4D2C9, Q4CY87, Q4DC56.

Obtencién de las proteinas recombinantes His-Q4D2C9, His-Q4CY87, His-Q4CQ28 y His-Q4DC56,
y evaluar su capacidad antigénica por ensayos ELISA.
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