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RESUMEN

La enfermedad de chagas es causada por el protozoo Trypanosoma cruzi. Actualmente,
su diagnéstico se basa en técnicas que buscan la deteccién del parasito. En esta
investigacion se utilizd herramientas de bioinformética para identificar péptidos
altamente conservados que pueden interferir en el ciclo celular del parasito
interrumpiendo su funcion. Se utilizo el programa Bepipred 2.0 para realizar una
prediccion In-silico de péptidos lineales y Swiss model para identificar candidatos
conservados. Se logro realizar el tamizaje masivo de 152 secuencias de péptidos
derivados de la proteina Cruzipaina (acceso GenBank: AAG35357.1), desplazados por 3
aminoéacidos. Usando un robot para los pasos de acoplamiento de acetilacion N-terminal
para aumentar la estabilidad de estos péptidos. A continuacion, la membrana conteniendo
los péptidos impregnados (spot) fue enfrentada a suero humano positivo para T. cruzi y
la inmunodeteccion fue completada utilizando anticuerpos policlonales antihumano
conjugado con fosfatasa alcalina. La sefial fue revelada utilizando el sustrato de la
fosfatasa alcalina, generando un precipitado azul sobre el “spot” que albergan el péptido
reconocido por anticuerpos, obteniendo una intensidad de los colores directos que se
cuantificé usando el software ImagenJ. Se seleccionaron tres péptidos de 21 aminoécidos
y un péptido de 17 amino&cidos que dieron mayor intensidad para realizar su sintesis
quimica, la masa molecular de estos péptidos fue reconfirmada por espectroscopia de
masas. Los péptidos sintetizados fueron utilizados para estandarizar una prueba de
inmunodeteccion en placas de microtitulacion, los valores de una reaccidn positiva fueron

medidos a una absorbancia de 492 nm con un espectrofotometro.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, péptidos, Spot synthesis, Sintesis quimica,

Cruzipaina.
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ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Currently, its diagnosis is
based on techniques that seek to detect the parasite. In this research, bioinformatics tools
were used to identify highly conserved peptides that can interfere with the parasite's cell
cycle and disrupt its function. Bepipred 2.0 was used to perform in-silico prediction of
linear peptides and Swiss model to identify conserved candidates. Mass screening of 152
peptide sequences derived from the Cruzipain protein (GenBank accession:
AAG35357.1), displaced by 3 amino acids, was achieved. Using a robot for the N-
terminal acetylation coupling steps to increase the stability of these peptides. Next, the
membrane containing the impregnated peptides (spot) was confronted with T. cruzi
positive human serum and immunodetection was completed using alkaline phosphatase-
conjugated polyclonal anti-human antibodies. The signal was revealed using the alkaline
phosphatase substrate, generating a blue precipitate on the spot harboring the peptide
recognised by antibodies, obtaining an intensity of the direct colours that was quantified
using ImagenJ software. Three peptides of 21 amino acids and one peptide of 17 amino
acids that gave higher intensity were selected for chemical synthesis, the molecular mass

of these peptides was reconfirmed by spectroscopy.

Keywords: Trypanosoma cruzi, peptide, spot synthesis, chemical synthesis, cruzipain.
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INTRODUCCION

1.1. La Enfermedad de Chagas

La enfermedad de chagas (EC), es ocasionada por el parasito flagelado
Trypanosoma cruzi, es una de las parasitosis desatendidas de mayor impacto
en la Salud Publica de América Latina. Actualmente por la globalizacion y
flujo de personas entre areas endémicas y no endémicas provocan la
expansion de esta enfermedad a otras regiones del mundo. (Florencia et al.,
2022). En la actualidad se reportan que alrededor de 8 millones de personas
que estan infectadas, reportandose un promedio de 28 mil nuevos casos y 12
mil muertes cada afio, mientras que 90 millones se encuentran en riesgo de
contraer la infeccién (Florencia et al., 2022).

La EC es una zoonosis, transferida naturalmente a mamiferos (hombres,
animales domésticos y salvajes) por insectos triatominos, que son los vectores
de la enfermedad que alcanzan a mas de 130 especies (Batista et al., 2019).
En ese sentido, Bayer-Santos et al. (2013) mencionan que este protozoo mide
alrededor de 20-30 micrones, es muy movible y se encuentran en los animales
domésticos. Tanto la persona infectada como el animal reservorio tiene la
forma de trypomastigote. El parésito a lo largo de su ciclo de vida alterna
entre el insecto vector y huéspedes mamiferos. Segun el hospedero en el que
se encuentre adoptando diferentes formas biologicas, las cuales se
caracterizan por las posiciones relativas del flagelo, el cinetoplasto y el
nacleo; y son funcionalmente distintas (Saenz-Garcia et al., 2020). La forma
epimastigote se localiza en el tracto digestivo del vector, se identifica por
presentar un cinetoplasto alargado y es una forma replicativa (Cabrera, 2002).
La forma trypomastigote se caracteriza por presentar un cinetoplasto
localizado por detras del nucleo, el flagelo nace en su proximidad y emerge
por un costado del cuerpo del pardsito (Santos et al., 2013). Los
trypomastigotes estan presentes en la circulacion de mamiferos y es la forma
que ingiere el vector. (Noazin et al., 2019), otra forma, llamada
trypomastigote metaciclico, se encuentra sélo en la ampolla rectal del vector
y representa la forma infectiva en mamiferos. Estas ultimas dos formas
trypomastigote carecen de capacidad replicativa. Por ultimo, la forma

amastigote, de localizacién intracitoplasmatica, carece de flagelo libre, es de
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forma esférica u ovalada y se replica por fision binaria en mamiferos (Rubio-
ortiz et al., 2020).

También Bayer-Santos et al. (2013) en su investigaciones manifiesta que una
vez dentro del intestino del vector, los epimastigotes tienen la capacidad de
replicarse y diferenciarse a trypomastigote metaciclico, que es la forma
infecciosa para el mamifero, invadiendo diferentes células nucleadas y una
vez alli se diferencia a la forma amastigote. El estadio amastigote puede
replicarse y diferenciarse en trypomastigote sanguineo, el cual puede seguir
invadiendo otras células del huésped o ser ingerido por el vector dando inicio
nuevamente al ciclo. A continuacion, podemos observar en la figura 1 el ciclo
bioldgico del vector Triatoma, que ingiere la sangre y excreta los
trypomastigotes metaciclicos penetrando en una herida o conjuntiva ocular
para luego convertirse en amastigotes en tejidos infectados. Al final se
transforman en trypomastigotes reventando la célula para ingresar al torrente

circulatorio.

Figura 1. Ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi.

Estadios en el triatoma Estadios en el humano
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henda por mordedura o en las membranas
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Tripomastigotes metaciclicos
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e Los tripomastigotes metaciclicos
penetran varias células en el sitio
de la mordedura. Adentro se
transforman en amastigotes.
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0 intestino medio @

El triatoma se alimenta
de sangre
(ingere tripomastigotes)
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los tejidos infectados

Los tripomastigotes
pueden infectar otras
células y transformarse
en amastigotes intracelulares
formando sitios de infeccion
nuevos. Las manifestaciones
clinicas resultan de este ciclo
nfectante,

se transforman en tripomastigotes,
revientan la célula y entran al
torrente circulatorio.

Fuente: ciclo biologico del Trypanosoma cruzi adaptado del CDC 2010.
(Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades)
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El reporte de esta enfermedad se encuentra extendida por todo Latinoamérica, y
Per( no es la excepcién, hasta el 2020 el Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencién y Control de Enfermedades del MINSA ha reportado 8 caso en
Arequipa y 6 casos en Ayacucho, y en la Region Amazonas se ha reportado un caso
en el Distrito de Nieva en la Comunidad Nativa Yahuahua (Vega et al., 2021).
También existe un reporte en la provincia de Rodriguez de Mendoza en el centro
poblado de Omia la presencia de Pastrongilus herreriy de la enfermedad (Crisanto,
1950). Hasta la fecha el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control
de Enfermedades ha reportado 30 casos de Chagas en el Pert, 1 por defuncion
(Chagas, 2023). Cabe mencionar que la complejidad y el tiempo de desarrollo de la
enfermedad dificulta la deteccidn oportuna, mayormente se confunde con una fiebre
(dengue, malaria) o diarreas, donde el tratamiento es equivocado y agudiza mas la

enfermedad volviéndose crénico.

1.2. Interaccion de proteinas — anticuerpos y Aminoacidos

Las proteinas se consideran junto con el ADN y el ARN las macromoléculas
mas importantes en las células. En muchos organismos representan casi el
50% de su masa seca y en el ser humano existen al menos 30.000 proteinas
diferentes ubicadas dentro de las células que realizan diferentes funciones
(Rubio-ortiz et al., 2020). La informacion genética, por ejemplo, se expresa
mediante proteinas que estdn involucradas en reacciones enzimaticas,
contraccion muscular, division celular, respuestas inmunes, auto
reconstruccion y reparacion de tejidos, control hormonal, transporte de
sustancias por fluidos corporales y transporte celular intermembrana, en la
construcciéon de membranas, transmision o conduccion de impulsos
nerviosos, reserva y almacenamiento de nutrientes, también como en venenos
y toxinas, agentes antimicrobianos, sustancias anticongelantes, etc. No es de
extrafiar que sean la segunda sustancia mas comdn que se encuentra en los

seres vivos, después del agua (Machado et al., 2004).

Los estudios que utilizan herramientas de modelado y simulacion
computacional pueden proporcionar una gran cantidad de informacion sobre

la estructura y energética de las proteinas. Algunos de los aspectos que se
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pueden investigar incluyen la densidad de empaquetamiento, la similitud
funcional, las relaciones evolutivas y las clasificaciones topoldgicas de las
proteinas, también se pueden realizar alineamientos estructurales para evaluar
la estructura, la prediccion de la estructura terciaria, el analisis de la red de
contactos y el uso de potenciales empiricos para predecir la estabilidad
termodindmica. Estas técnicas también permiten realizar interferencias sobre
el proceso de plegamiento, las interacciones proteina-proteina y las
interacciones proteina-ligando. Por lo tanto, el modelado y la simulacion
computacional son herramientas poderosas que pueden proporcionar
informacion valiosa sobre las proteinas, su funcion y su interaccion con otros

biomoléculas (Peng et al., 2004).

Desde el descubrimiento de que los antigenos eran compuestos proteicos fue
un gran avance en el campo de la inmunologia. Michael Heidelberger y
Oswald Avery demostraron en la década de 1930 que los anticuerpos podian
precipitar antigenos, y que estos eran proteinas. Esto sento las bases para una
linea de investigacion en la que se analizan las propiedades bioquimicas de la
interaccion antigeno-anticuerpo. En los afios 30 el médico estadounidense
John Marrack llevo a cabo un andlisis detallado de la union de un antigeno
con su anticuerpo permitiendo una comprension mas profunda de la estructura
y funcidn de los anticuerpos cimentando las bases para investigacion posterior
en el campo de la inmunologia, desde entonces la investigacion en
inmunologia ha avanzado significativamente, y se han desarrollado técnicas
cada vez mas sofisticadas para analizar la interaccidn antigeno-anticuerpo y

su papel en la respuesta inmunoldgica (Of et al., 2013).

Bayer-Santos et al. (2013) nos dice que la ProteGmica es una herramienta
importante para la investigacién en inmunologia, ya que permite a los
investigadores estudiar las proteinas involucradas en la respuesta inmunitaria.
Con la ayuda de la bioinformética y fisicoquimica, se pueden descifrar las
caracteristicas fisico-quimicas de las interacciones antigeno-anticuerpo. En
particular el trabajo del inmundlogo italiano Lucca Simonelli se enfoca en
localizar un conjunto de reglas estructurales en las interacciones de un
antigeno viral con un anticuerpo. Esto se logra utilizando técnicas de

modelado y simulacion computacional para analizar la estructura y la
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1.3.

dinamica de las proteinas involucradas en la interaccion antigeno-anticuerpo.
En resumen, la combinacion de la protedmica, la bioinformatica, la
fisicoquimica y el modelado computacional son herramientas valiosas para la
investigacion en inmunologia, y estan permitiendo una comprension cada vez
mas profunda de las interacciones antigeno-anticuerpo y su papel en la
respuesta inmunitaria (Kitchen et. al., 2004).

Bioinformatica

El aumento exponencial en el nimero de estructuras proteicas depositadas en
el Protein Data Bank (PDB) es un claro reflejo del rdpido avance de la
tecnologia y la capacidad de la comunidad cientifica para producir datos méas
precisos y detallados sobre las estructuras proteicas. La identificacion de
residuos de unidn entre proteinas y péptidos es fundamental para comprender
los mecanismos de las funciones proteicas y explorar descubrimientos de
farmacos o vacunas. La utilizacion de métodos computacionales para el
disefio de nuevas caracteristicas y el descubrimiento de nuevos enfoques de
interaccion del funcionamiento de las proteinas se ha convertido en una
herramienta clave en la investigacion en inmunologia (Wang et. al. 2022), el
software BLAST en linea es un ejemplo de un programa de busqueda local y
comparacion de similitudes entre secuencias de proteinas que ha permitido a
los investigadores identificar secuencias similares entre proteinas conocidas
y nuevas proteinas desconocidas. Esto es especialmente util en la
identificacion de nuevas proteinas con una funcion similar a proteinas ya
conocidas, lo que puede ser til en la identificacién de nuevos objetivos

terapéuticos y en el disefio de farmacos o vacunas.

De igual manera (Kopicki-Saikia et al. 2022), argumenta que la biologia ha
evolucionado hacia un enforque mas integrado y sistémico, donde se busca
entender como los distintos componentes del organismo interactdan y se
regulan entre si para llevar a cabo las diversas funciones biol6gicas. Esto ha
llevado al surgimiento de nuevas disciplinas interdisciplinarias como la
biologia de sistemas y la biologia sintética, que buscan disefiar y construir
sistemas bioldgicos complejos a partir de componentes basicos. Ademas, la

integracion de técnicas computacionales y experimentales ha permitido una
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comprension mas profunda de los procesos bioldgicos y ha abierto nuevas
oportunidades para el descubrimiento de farmacos y terapias.

Es impresionante ver como el Protein Data Bank (PDB) ha crecido en tamafio
y diversidad de estructuras, lo que refleja la constante investigacion y avance
en la comprension de las estructuras proteicas y su funcion en los seres vivos.
La disponibilidad de esta informacion es invaluable para la comunidad
cientifica en la busqueda de nuevos descubrimientos y el desarrollo de
farmacos y terapias basadas en la comprension de las estructuras moleculares.
Es emocionante pensar en el potencial que esto tiene para el futuro de la
medicina y la biotecnologia. desde sus inicios y desde algunos afios también
se encuentran en formato mmCif, desarrollado especificamente para los datos
estructurales del AP. Se agregan desde 6000 a 7000 estructuras cada afio
(Séenz-Garcia et al., 2020).

La bioinformatica es una disciplina clave para manejar y analizar la gran
cantidad de informacién generada en la investigacidn de estructuras proteicas
y otros campos de la biologia molecular. La capacidad de almacenar, integrar
y analizar grandes conjuntos de datos bioldgicos es fundamental para la
comprension de los procesos bioldgicos y la identificacion de nuevas terapias
y medicamentos. La bioinformatica permite el uso de herramientas
computacionales avanzadas para la comparacion y analisis de secuencias de
proteinas, modelado molecular, analisis de datos 6micos y otras técnicas de
analisis de datos. Ademas, la disponibilidad de estas herramientas y bases de
datos en linea ha permitido la colaboracién global y el acceso a informacion
para la investigacion en todo el mundo (Kopicki-Saikia et al., 2022).

En resumen, la evolucion de la tecnologia informética ha permitido a los
investigadores en acceder a una cantidad sin precedentes de datos sobre las
estructuras proteicas y desarrollar nuevas herramientas y métodos
computacionales para analizarlos y comprender mejor la funcion de las

proteinas.

22



1.4.

Péptido y Mapeo de Epitopos

Los péptidos también pueden ser utilizados como farmacos o vacunas, debido
a su capacidad para interactuar especificamente con proteinas objetivo y
modular su actividad bioldgica. La identificacion de péptidos con potencial
terapéutico se ha vuelto una practica comun en la investigacion farmacéutica
y biomeédica, y la protedmica ha jugado un papel importante en la
identificacion de péptidos bioactivos a partir de proteinas conocidas y en la
caracterizacion de sus propiedades estructurales y funcionales. También se
utilizan herramientas de bioinformatica y simulacién molecular para disefiar
péptidos con propiedades especificas, como afinidad de union, selectividad,
estabilidad y biodisponibilidad, lo que ha llevado al desarrollo de una amplia

gama de péptidos terapéuticos y diagnésticos (Ospina, 2020).

Los péptidos son una clase de moléculas sefializadoras que utilizan los
organismos multicelulares para regular sus complejas actividades. La
interrelacion dinamica entre los procesos opuestos, denominada homeostasis,
mantiene un ambiente interno estable. En la actualidad se conocen moléculas
peptidicas con funciones antagdnicas que afectan la regulacion de numerosos
procesos como la presion sanguinea. Dos péptidos que afectan al volumen
sanguineo son la vasopresina y el factor natriurético auricular. La vasopresina
que también se denomina hormona antidiurética (ADH), contiene nueve
residuos de aminoécidos. También tiene estructura semejante a la oxitocina
(Frank, 2002a).

Los aminoacidos reaccionan para la formacién de enlaces peptidicos
covalentes interviniendo al grupo carboxilo (-COOH) de un aminoéacido y
reaccionando con otro aminoacido contiguo al grupo amino (-NHz) y el
desprendimiento de una molécula de agua. R representa la cadena lateral del
aminoéacido. La molécula resultante de la reaccion es un dipéptido, compuesto
por dos aminoacidos unidos por un enlace peptidico. La repeticion de esta
reaccion con méas aminoacidos produce una cadena peptidica o proteina. En

la figura 2 se muestra esta reaccion.
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Figura 2. Formacion del enlace peptidico.
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Los epitopos son extremadamente importantes en la respuesta inmune, ya que
son la parte especifica del antigeno que es reconocida y unida por los
receptores de células B o células T del sistema inmunoldgico. Los receptores
de células B reconocen epitopos de antigenos solubles, mientras que los
receptores de células T reconocen epitopos representados en la superficie de
células presentadoras de antigenos. El reconocimiento de los epitopos por los
receptores de células B o T desencadena una respuesta inmunitaria especifica
y adaptativa que incluye la produccion de anticuerpos y la activacion de
células T citotdxicas. La identificacion de epitopos especificos es importante
para el desarrollo de vacunas y terapias inmunoldgicas, asi como para el
diagnostico y tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y alérgicas
(Mendel-Ben-Nun et. al. 1996).

Asi mismo (Frank 2002), indica que la identificacion y caracterizacion de
epitopos es de gran importancia en la investigacién inmunoldgica, ya que
permite entender cémo el sistema inmunoldgico reconoce y responde a
agentes extrafios como patdgenos y células cancerosas. La técnica de
cristalografia de rayos X es una de las mas utilizadas para resolver la
estructura 3D del complejo antigeno-anticuerpo, pero requiere una gran
cantidad de muestra con alta pureza y es un proceso lento. Por otro lado, la
sintesis rapida y paralela de una gran cantidad de péptidos mediante el método
de Spot Synthesis permite la identificacion de epitopos de manera mas
eficiente y con una amplia gama de métodos de andlisis y seleccion. Ademas,

la técnica de cristalografia también puede ser complementada con la

24



1.5.

prediccion computacional de estructuras de proteinas y péptidos, lo que
permite acelerar y optimizar la identificacion de epitopos.

Ensayos Inmunolégicos

En las investigaciones realizadas por (Dinatale & Balbi, 2020), mencionan
que es importante destacar la deteccion temprana de la enfermedad de chagas
(EC), siendo fundamental para el éxito del tratamiento y la prevencion de
complicaciones graves. El tratamiento en la fase aguda se base en el uso de
medicamentos antiparasitarios, mientras que en la fase cronica se enfoca en
el manejo de los sintomas y la prevencién de complicaciones, como la
insuficiencia cardiaca y la enfermedad gastrointestinal. Es por eso que la
realizacion de pruebas de diagndstico precisas y confiables es crucial para el
manejo y tratamiento efectivo de la enfermedad de chagas.

Para la enfermedad de chagas los farmacos actualmente usados son el
benznidazol y nifurtimox son efectivos en los casos agudos y en los casos
congénitos o la reactivacion por inmunosupresion a menudo se suspende el
tratamiento debido a su uso prolongado tratamiento y sus efectos adversos
que se desarrollan (Nagarkatti et al., 2020). En la actualidad se estan llevando
a cabo investigaciones para encontrar nuevas alternativas terapéuticas para la
enfermedad de chagas, debido a los efectos secundarios y la duracién del
tratamiento con los farmacos existentes. Algunas de estas alternativas
incluyen el uso de terapias combinadas, nuevos farmacos en desarrollo y la
identificacion de nuevos blancos moleculares. Ademas, también se estan
explorando enfoques basados en la inmunoterapia y la terapia génica para el
tratamiento de la EC. Estas investigaciones estan en curso y se espera que en
el futuro cercano puedan ofrecer nuevas opciones terapéuticas mas efectivas
y con menos efectos secundarios para los pacientes con EC. En este sentido,
se busca nuevos métodos o ensayos para encontrar un mecanismo que permita
desarrollar nuevos caminos a través de la biologia molecular

(Immunochemistry Diagnostics, 2015).

En esta investigacion se tiene como objetivo general estandarizar la técnica
de inmunoensayo de absorcion ligado a enzimas (ELISA) con antigeno de

péptido sintético para deteccion de T. cruzi. Los objetivos especificos
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tenemos: Primero, disefiar y realizar el analisis In-silico de péptidos
candidatos para la deteccion de T. cruzi, identificindose las secuencias
adecuadas para el reconocimiento del parasito, optimizando la busqueda con
el modelamiento en 3D para el andlisis de acoplamiento, enlaces, etc. Para el
segundo objetivo que es sintetizar quimicamente los péptidos para deteccion
seroldgica de T. cruzi se realizd en dos etapas; a) las secuencias de la proteina
Cruzipaina se obtuvo a través de la técnica de Spot Synthesis, realizando una
seleccion o mapeo de 152 secuencias desplazados en 3 posiciones, luego se
utiliz6 el protocolo de inmunodeteccion de péptidos sintetizados en
membrana y se analizaron con el software imagen J para elegir 4 péptidos que
se sintetizaron quimicamente. Para el tercer objetivo se procedié a
estandarizar los péptidos usando el protocolo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) para identificar el parasito de T. cruzi. Y para el cuarto
objetivo se ha revisado propuestas para el fortalecimiento equitativo al
servicio de salud, a través de un analisis sistematico de articulos cientificos
publicados de los cambios en la transmisién de la enfermedad identificando
publicaciones en los ultimos 5 afios de la enfermedad de chagas y su

distribucion usando el software VOSviewer para visualizar los avances.
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MATERIAL Y METODOS

2.1.

2.2.

2.3.

Ubicacion de la investigacion

Geograficamente la ejecucion de la presente investigacion se realizé en la en
la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, en el
Instituto de Enfermedades Tropicales, ubicado a 2.4 km del centro de la
ciudad de Chachapoyas. Asi mismo para completar la investigacion se
utilizaron los laboratorios de Inmunoquimica de Proteinas y de Parasitologia
del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Federal Minas Gerais,
también el laboratorio de Fisiopatologia Experimental de la Universidad de
Extremo Sur Catarinense — UNESC, Brasil donde se realizo la sintesis

quimica de los péptidos.

Unidad de Investigacion

Esta investigacion se realiza con el fin de identificar nuevos marcadores que
puedan ser usados en pruebas de diagndstico rapido para la deteccion de T.
cruzi causante de la enfermedad de chagas, se realiz6 utilizando la secuencia
general de la proteina Cruzipaina presente en la fase aguda y cronica, del
parasito seleccionando epitopos con alta afinidad y sensibilidad. Estos
péptidos se probaron como antigeno para el diagnostico de la enfermedad de

chagas.

Objetivo 1: Disefio In-silico de péptidos candidatos para deteccion de T.
cruzi.

e Prediccion de epitopos para reconocimiento de T. cruzi.

Al desarrollar esta investigacion, se realiz6 una blsqueda de articulos
publicados de la enfermedad de chagas preferentemente en identificar
secuencias de aminoacidos para el reconocimiento del parasito T. cruzi, se
inicio con el articulo base denominado  ‘“Proteomic analysis of
Trypanosoma cruzi secretome: characterization of two populations of
extracellular vesicles and soluble proteins” (Bayer-Santos et al., 2013).
Reportando posibles candidatos de péptidos lineales para el analisis. Se

encontrd una proteina que se encuentra presente en la relacion huésped —
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parasito de T. cruzi con dominios antigénicos en su estructura que han sido
considerados como una herramienta potencial para el diagnostico con
dominio catalitico de la enzima conocida como Cruzipaina reportado en el
articulo “Enzymatic activity, protein expression, and gene sequence of
cruzipain in virulent and attenuated Trypanosoma cruzi strains”(Journal,
2016), esta proteina puede ser usado para el diagnostico y seguimiento del

tratamiento de la EC en fase aguda y crénica (Soprano et al., 2022).

La secuencia lineal de la proteina Cruzipaina se identificé en el National
Center for Biotechnology information (NCBI) en la Base de Datos de
Inmunoepitopes (IEDB), http://www.iedb.org. Se procedid a identificar
los candidatos para la prediccion In-silico utilizando las herramientas

como:

El ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/) es un servidor de
prediccién de epitopos (Saha, 2006) basado en redes neuronales
artificiales, permite predecir regiones de epitopos lineales de células B
continuos que reaccionan de forma cruzada con un anticuerpo y se van
uniendo a un polipéptido conformacional, la seleccion puede ser de 10, 12,
14, 16 y 18 y traza los epitopos en color azul a lo largo de la columna
vertebral de la proteina de color negro formando una tabla de longitud de
los aminoéacidos desde el N-Terminal hasta el C-Terminal en una proteina
predicha (Saha et al., 2005).

Como modelo de prediccion de epitopos de células B, se utilizé una red
neuronal recurrente (RNN) entrenada con un conjunto de datos de péptidos
conocidos que son epitopos de células B. Una vez identificada, la red se
utilizé para predecir nuevos epitopos de células B a partir de secuencias de
aminodcidos aleatorias.

Para hacer la prediccién, se fijo un patrén de longitud de 16 aminoacidos
y se evallo el rendimiento por péptido o epitopo considerando todas las
posibles combinaciones de 16 aminoacidos en la secuencia de péptidos que
predice la probabilidad de cada combinacion de epitopos de células B, se
realiz6 el uso de la red neuronal recurrente que esta entrenada para predecir
la probabilidad de que cada péptido sea un epitopo de células B y se

ordenan por puntuacion. Los péptidos con una puntuacion mayor a 65.3%
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se consideran predicciones positivas, para mejorar la precision de la

prediccion se fijo 85%.

Base de Datos de Epitopos Inmunes (IEDB) http://www.iedb.org/, se
utilizé para realizar la prediccion de epitopos de anticuerpos y mide
parametros como hidrofilia, flexibilidad, accesibilidad, giros, superficie
expuesta, polaridad y propension antigénica de las cadenas polipeptidicas
que se han correlacionado con la ubicacion de epitopos continuos
(Pellequer et al., 1993).

La prediccién de accesibilidad de la superficie se calculé la puntuacion
para un residuo dado y se consideraron los aminoacidos en un intervalo de
la longitud elegida, centrados alrededor del residuo.

Para la prediccion de epitopos de células B el BepiPred utiliz6 el algoritmo
Random Forest que ha sido disefiado para identificar epitopos y
aminoacidos no epitopos determinados a partir de estructuras cristalinas.
Se fijo el tamafio de secuencia a 16 aminoacidos con un limite de 1.0, para
ser parte de un epitopo se colorean de color amarillo en el grafico donde
los ejes Y representan los puntajes de los residuos y las posiciones de los

residuos en los ejes X en la secuencia.

SWISS MODEL: Es un generador de modelos estructurales
tridimensionales de proteinas cuyas estructuras ain no estan depositadas
en el PDB realiza la basqueda de proteinas cristalizadas homologas hasta
la generacion del modelo 3D final. Cuando una secuencia de estructura
desconocida tiene un homologo claro de estructura conocida permite el
alineamiento de los péptidos mostrando las regiones con estructura
secundarias definidas permitiendo el modelado. De esta manera usando las
coordenadas del esqueleto y la estructura molde se realizan
aproximaciones dependiendo del programa (Schwede et al., 2003).

Para generar el modelo estructural se tomo la secuencia primaria en
formato FASTA de la proteina Cruzipaina realizando la busqueda para
identificar una proteina homologa con estructura conocida que se

encuentra en el PDB, se encontro una plantilla similar con el mayor
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porcentaje de identidad realizando ajustes con los aminoacidos de la
Cruzipaina (Johé et al., 2021).

2.4. Objetivo 2: Sintesis quimica de los péeptidos para deteccion serolégica de

T. cruzi

e Mapeo de Péptidos por la Técnica Spot Synthesis o Sintesis de Puntos
en membrana.
El equipo utilizado para la Spot Synthesis es ResPep RS (Intavis ®) que
utiliza un software Multipep (Intavis) para la generacion de la lista de
péptidos, protocolos de pipeteo (incluido en el kit de sintesis) y un software
de operacion del brazo robot ASP222 (De-Simone et al., 2016), el
acoplamiento de los aminodcidos se realizd la proteina Cruzipaina
(ndmero de acceso de GenBank: >AAG35357.1 Cruzipain [Trypanosoma
cruzi]) de forma vertical para una membrana con capacidad de 600 spots
que tiene una escala de 1-10 umol. EI mapeo se realizé utilizando los
marcos de lectura colocando la secuencia con una longitud de 15 péptidos
que son leidos en tripletes codificando a cada aminoacido correspondiente.
Se utilizé una membrana de nitrocelulosa estable a los acidos (Intavis,
Koln, Alemania) funcionalizados con amino-polietilenglicol (Sigma
Aldrich) de acuerdo con (Laune et al., 2002), los 20 aminoacidos usados
son de Calbiochem-Merck (Darmstadt, Alemania) que son derivados del
Fluorenil metil oxicarbonilo (F-moc).
La Sintesis quimica se realiz6 con Oxyma/DIC y la acetilacion N-terminal
para aumentar la estabilidad de los péptidos. Después de ensamblar las
secuencias peptidicas, los grupos protectores de la cadena lateral se
eliminaron mediante un tratamiento con tricloroacético (Frank, 2002a).

e Inmunodeteccién de la membrana para identificar los péptidos
candidatos.
Los péptidos se sintetizaron covalentemente en membranas de
nitrocelulosa preactivadas segun la técnica de Spot synthesis (Frank,
2002b), la membrana se bloqued con BSA al 3% y sacarosa al 5% en TBS-
T al 0.1% overnight, después del lavado con TBS-T se agregd los
anticuerpos a testear a una dilucion de 1/1000 y se incubaron durante una

hora y treinta minutos con suero positivo de T. cruzi en solucion de
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bloqueo. Después se lavaron con TBS-T tres veces por 10 minutos, la
membrana se incubd con anticuerpos anti-lgG humano hecho en cabra
conjugado con fosfatasa alcalina (Invitrogen, Itapevi SP, Brasil) diluidos
a 1/15000 en solucion de bloqueo, luego se lavaron con TBS-T y CBS por
10 minutos cada uno por duplicado. Se revelaron con el sustrato de CBS
20 ml, BCIP 120 pl, MgClz 150 pul y MTT 180 pl por 30 minutos. Todo
este proceso se desarrolld en agitacion a Temperatura ambiente. Los

puntos se visualizaron mediante escaneo.

Para la regeneracion de la membrana se realiz6 con Dimetilformamida
(DMF) por 10 minutos tres veces a temperatura ambiente en agitacion.
Luego se realiz6 el lavado con agua mili-Q por 2 minutos por tres veces a
temperatura ambiente en agitacion. Después se realizé el lavado con Regen
A 50 mL + 50 uL B-mercapto etanol a temperatura ambiente en agitacion
durante toda la noche. Al siguiente dia se continuo con los lavados en
Regen B durante 10 minutos por tres veces a T° ambiente en agitacion.

luego se utilizé el alcohol absoluto al 99.5% P.A.

El Spot Synthesis en la membrana se realizd en el laboratorio de
Inmunologia y Gendmica de Parasitos-LIGP, el protocolo de
inmunodeteccion y regeneracion de la membrana se realizd en el
laboratorio de Bioquimica e Inmunologia, ambos laboratorios se
encuentran en el Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Federal
Minas Gerais (UFMG), Brasil.

Sintesis Quimica de péptidos.

Una vez estandarizado los puntos con mayor reconocimiento de péptidos
se analiz6 cuantitativamente con el software Imagel para elegir los
péptidos candidatos con una linea cutoff de 151 pixeles de intensidad.
Los péptidos elegidos se modelaron usando como base la estructura
homéloga de la cisteina proteasa y la proteina Cruzipaina en el Swiss
model que muestra los 4 péptidos de plegamiento en la superficie
revelando su potencial de antigenicidad.

Se utilizé 4 columnas de polipropileno y los 20 aminoécidos usados son
de Calbiochem-Merck (Darmstadt, Alemania) que son derivados del

Fluorenil metil oxicarbonilo (F-moc). La Sintesis quimica se realizd con
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Oxyma/DIC y la acetilacion N-terminal para aumentar la estabilidad de los
péptidos. Después de ensamblar las secuencias peptidicas, los grupos
protectores de la cadena lateral se eliminaron mediante un tratamiento con
tricloroacético (Frank, 2002a).

Se utilizo el protocolo de sintesis quimica de péptidos analizando el punto
isoeléctrico y la masa molar del péptido (De-Simone et al., 2016).
Calculado en: https://web.expasy.org/compute_pi/>. Ademas, permitid
confirmar valores como la solubilidad de la secuencia peptidica en agua
(Insuasty Cepeda et al., 2019), dilucion del péptido. Para la obtencion se
utilizé la herramienta digital disponible en el sitio < https://pepcalc.com/>.
Después de pesar la resina en la jeringa previamente identificada, se afiadio
una cantidad suficiente para cubrir toda la resina (con los restos) con DMF,
a los 30 minutos se retird utilizando la bomba de vacio.

Para desproteger el enlace quimico de la resina, se agregd piperidina 25%
durante 5 minutos, se retird y se vuelve a afadir durante 15 minutos y
retiramos.

Para eliminar las impurezas, se lavaron con DMF, 3 veces durante 15
segundos cada una, y 1 vez durante 15 segundos con DCM. Para confirmar
la reaccidn, se afiadio tres gotas de bromofenol al 0,1% resultando un color
azul desprotegiendo la regién amina del aminoacido. Con la regién amina
desprotegida y lista para unirse con el aminoacido se afiadié al eppendorf
500 pL de la solucion Oxyma (Merck) + el volumen calculado de DIC y
se homogenizo en el vortex.

Para eliminar las impurezas se lavaron con DMF y metanol, 2 veces
durante 15 segundos cada uno, y un lavado final con DCM, 1 vez durante
15 segundos. Para confirmar la union, se realiza la prueba del bromofenol
al 0,1 % dando un color amarillo desprotegiendo la region amina. El
procedimiento se repite empezando por la adicion de piperidina al 25%
para cada aminoacido presente en la secuencia. Después de acoplar todos
los aminoacidos, se repite el procedimiento de desproteccion hasta que el
bromofenol 0,1% (resultado azul). Con la confirmacion de desproteccion,
la resina debe secarse completamente y toda la resina debe transferirse a

un tubo falcon.
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Para la limpieza se preparé la solucion de escision en un tubo de ensayo
de vidrio, se afiadio al tubo falcon con la resina por 3 horas. Después de
este periodo, se transfirié a la jeringa (para pasar por el filtro). Luego se
afiadi6 otros 500 pL de TFA en la jeringa inyectando de nuevo el contenido
de la jeringa en el mismo tubo falcon. Se afiadidé 10 mL de éter etilico y se
deja toda la noche para precipitar el péptido.

Para realizar la centrifugacion es necesario enfriar la centrifuga a 4°C, y
luego centrifugar durante 10 minutos a 4°C a 10000 rpm. Descartar el
sobrenadante, se afiadié 10 mL de éter etilico y centrifugar de nuevo (10
minutos a 4 °C a 10000 rpm). Descartar de nuevo el sobrenadante y
almacenar. Para culminar se liofilizo la muestra.

Los péptidos fueron sintetizados en el Laboratorio de Fisiopatologia
Experimental de la universidad del extremo sur de Santa Catarina -
UNESC. Brasil.

2.5. Objetivo 3: Estandarizar la técnica de inmunoadsorcion ligado a enzima
(ELISA) para obtencion de péptidos de T. cruzi.
La seleccion de los péptidos obtenidos de la sintesis quimica y el T. cruzi se
utilizo la técnica por ELISA. Se sensibilizaron las placas (Becton Dickinson
France SA) durante la noche a 4° C con 0.5 pug por pocillo en solucion de 100
ul de solucion de coating buffer durante toda la noche. Luego las placas se
lavaron con PBS 1x, Tween 20 al 0.1 % con pH al 9.6 y luego se bloquearon
con PBS-T 0.05%, Tween 20 al 0.1 % y caseina al 2 % durante 1 h a 37°C.
Se afiadieron sueros de T. cruzi (diluidos en solucién de incubacion 1:100 y
1:200) a los pocillos respectivos. Las placas se incubaron durante 1h a 37° C.
La unidn se detect6 usando un conjugado de peroxidasa IgG de cabra anti IgG
humano (Sigma) diluido 1:10000 en tampdn de bloqueo. Después de 1 hora
37 °C y lavado, se afiadio el sustrato de peroxidasa (10 mL de solucién citrato
+ 2 mg de OPD + 2 uL de H20>. La reaccion se detuvo con &cido sulfurico
(1:20) después de 30 minutos y el color resultante se midio a 492 nm con un
lector de placas de microtitulacion automatizado (Modelo 450, BioRad).

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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2.6. Revisar propuestas para el fortalecimiento del acceso equitativo al
servicio de salud, a través de un analisis sistematico de los cambios en la
transmision de la enfermedad.

Los documentos que se utilizaron de fuente para el analisis bibliométrico de
articulos publicados en los ultimos 5 afios, se utilizaron los buscadores de
literatura cientifica y técnica en salud de América Latina y el Caribe
(LILACS), PubMed, base de datos colaborativa multilingiie de evidencia en
salud (epistemonikos), Cochrane, Scopus. La busqueda de articulos
cientificos se hizo en idioma inglés, portugués y espafiol, con fecha de corte
de la busqueda el 4 de enero de 2023, empleando la ecuacion de busqueda
para la extraccion de documentos como la busqueda de transmisién vertical
de T. cruzi, bancos de sangre y donantes, distribucion epidemioldgica en areas
urbanas y su aparicion en regiones no endémicas en los campos de titulo de
los articulos, resumen y palabras claves, utilizando palabras como
epidemiologia de la enfermedad de chagas, distribucién geografica y
evolucion para determinar la proporcion de publicaciones sobre produccion
cientifica general en un contexto urbano. Se mantuvo las variables de autor,
Institucion, Pais y palabras claves, y a partir de ahi se generan los indicadores
bibliométricos.

Para el procesamiento de los datos de las listas de distribucion de frecuencia
se generaron con el programa Microsoft Excel 2019. La construccion de la
red de datos se utilizé una herramienta de software VOSviewer visualizando
la superposicién del andlisis aplicando la técnica de normalizacion de la
fuerza de asociacion, luego la técnica del mapeo VOS (Visualizacion de
similitudes) y finalmente la técnica de agrupacion. Se analizé la informacion
incluyendo los paises en la red con publicaciones relevantes de coautoria
entre paises, cada circulo representa un pais y su tamafio refleja la cantidad
de documentos publicados en la revista, la cercania o lejania de un pais a otro
refleja la fuerza de coautoria que ejerce cada pais. Es decir, cuanto mas cerca
se encuentra un pais de otro, mayor es la fuerza de coautoria entre ellos y los
que se encuentran mas lejos el uno del otro menor es la relacion de coautoria.
Los colores indican una agrupacion de paises que estan relativamente

relacionados entre sf.
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RESULTADOS

3.1. Objetivo 1: Disefio In-silico de la proteina Cruzipaina: >AAG35357.1

cruzipain

Se utilizo la secuencia de aminoacidos de la proteina Cruzipaina obtenida del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) en formato FASTA
y se comparo con las proteinas homologas conocidas en el PDB (Protein Data
Bank) con el codigo >AAG35357.1 Cruzipain conformado por 467
aminoécidos.

La figura 3 muestra la descripcion en formato FASTA de la secuencia de la
proteina Cruzipaina, este es un formato de archivo utilizado para representar
secuencias de acidos nucleicos o proteinas mediante el uso de cddigos de una

letra para los diferentes aminoacidos o bases nucleotidicas.

Figura 3. Secuencia completa de la proteina Cruzipaina en formato fasta

conformado por 467 aminoacidos.

_:7] FASTA CRUZIPAINA.txt: Bloc de notas

Archivo Edicion Formato Ver Ayuda

|>cruzipain [Trypanosoma cruzi]

MSGWARALLLAAVLVVMACLVPAATAS LHAEETLTSQFAEFKQKHGRVYESAAEEAFRLS
VFRENLFLARLHAAANPHATFGVTPFSDLTREEFRSRYHNGAAHFAAAQERARVPVKVEV
VGAPAAVDURARGAVTAVKDQGQCGSCWAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVSCDK
TDSGCSGGLMNNAFEWIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVEL
PQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDAS SWMTYTGGVMTSCVSEQLDHGVLLVGYNDSAAVPYW
ITKNSWTTQWGEEGYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVVGGPGPTPEPTTTTTTSAPGPSPSY
FVQMSCTDAACIVGCENVTLPTGQCLLTTSGVSAIVTCGAETLTEEVFLTSTHCSGPSVR
SSVPLNKCNRLLRGSAEFFCGSSSSGRLADVDRQRRHQPYHSRHRRL

La herramienta BioEdit se utiliz6 para alinear la secuencia multiple de
aminoacidos con la secuencia de nucledtidos del gen que la codifica,
permitiendo una mejor comprension de su estructura y funcion. Se utilizo
como edicion de alineamiento y andlisis de la proteina Cruzipaina como se

muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Secuencia lineal de aminoacidos de la proteina Cruzipaina usando

la herramienta BioEdit.
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La composicién de cada uno de los 20 aminoacidos de la secuencia de la
proteina Cruzipaina se realiz6 en el ABCpred, ademas se analiz6 la cantidad
exacta por cada uno de ellos tal como se muestra en el Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de aminoacidos de la proteina Cruzipaina.

aa Simbolo Total de aa Composicion
Ala A 56 12.00%
Arg R 23 4.9%
Asn N 16 3.4%
Asp D 13 2.8%
Cys C 17 3.6%
GIn Q 17 3.6%
Glu E 30 6.4%
Gly G 39 8.4%
His H 14 3.0%
lle 1 11 2.4%
Leu L 33 7.1%
Lys K 9 1.9%
Met M 7 1.5%
Phe F 16 3.4%
Pro P 23 4.9%
Ser S 43 9.2%
Thr T 37 7.9%
Trp wW 10 2.1%
Tyr Y 11 2.4%
Val \V4 42 9.0%
Pyl (@] 0 0.0%
Sec U 0 0.0%
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ElI ABCpred calcul6 las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina
Cruzipaina como el nimero de aminoacidos, el peso molecular y el punto
Isoeléctrico. Ademas, calculo la composicion atomica tal como se muestra en
la tabla 2.

Tabla 2. A. Caracteristicas fisicoquimicas de la proteina Cruzipaina. B. Composicion

atomica de la proteina Cruzipaina.

A B

Caracteristicas Fisicoquimicas Composicion atémica de

la Proteina Cruzipaina
Carbono C 2178 g/mol

de la proteina Cruzipaina

N° de aa 467

Hidrégeno H 3376 g/mol
Peso Molecular 49807.39 KDa Nitrogeno N 616 g/mol
pl tedrico 5.7 Oxigeno O 678 g'mol
Andfre 5 24 g/mol
Total 6872

Con los datos de la tabla 2 se continué con el programa ABCpred, se
ingreso la secuencia de aminoacidos en un codigo de letras, un umbral
(0.1-1) y una longitud de entrada que se muestra en la tabla 3. Por lo tanto,
se eligieron a los péptidos con una mayor puntuacion es decir una mayor
probabilidad de ser un epitopo, se eligieron por encima del valor umbral
(0.85).

Tabla 3. A. Prediccion de epitopos de Células B de la proteina Cruzipaina. B. Secuencia

de péptidos con mayor probabilidad de ser inmunoreactivos.

Prediccion de Epitapog de Células B Rango Secuencia Posicion Score
N Cruzipaina 1 SGEGISPPCTISGHTV 215 094
Tumaio 167 2 GHIVGATITCHVELPQ 227 083
i 3 KEEASSAVVGGPGPTP 328 092
secuendia de erfrada 16 4  AVVGGPGPTPEPTITT 334 080
Ajuste del urhral 0.85 5 PEPTTTTTTSAPGESP 343 0890
5 ASSWMTIYTGGVMISCV 263 089

3  YIEDSYPYASGEGISP 206 089

6 AFEAFRISVFRENLFL 33 0338

6 SAPGPSPSYFVQMSCT 352 088

7 CDKTDSGCSGGLMNNA 178 087

§ DWRARGAVTAVEDQGQ 128 03§

9 COSSSSCRLADVDRQR 440 085

9  SWITQWGEEGYIRIAK 305 085

9 QOQCGSCWAFSAIGNV 141 085
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También el ABCpred mostro el alineamiento de cada secuencia de péptidos
elegidos y la posicion. Segun la figura 5,6,7 y 8 la secuencia general de la
proteina Cruzipaina esta de color negro y la secuencia de 16 péptidos esta de

color azul.

Figura 5. Secuencia superpuesta de la proteina Cruzipaina con distribucion en

su posicion obtenida del ABCpred.

MSEANEAL LAY WPRCLVPAATASLHAZETL TS FAEFKOKHGRVY ESAAEEAFRL SWFRENL F LARLHASARFHTRGVTP P S TREEFRSRYHNGAAHFARADERARYPVIVEVYGA

=~ BEEAFRL SWFRENLE L~ = m = m wm mm e e e

Figura 6. Secuencia superpuesta de la proteina Cruzipaina con distribucion en

su posicion obtenida del ABCpred

APV ER AR CAY TAVK DGO  CS WA SATONVE (QWF LAGHP L THL SECHLVSCDKT DSGCSEC L MNA FER TV ENNGAYY TEDS YR YASGEGISPPCT TSGHTVEATIT
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Figura 7. Secuencia superpuesta de la proteina Cruzipaina con distribucion en
su posicion obtenida del ABCpred.
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Figura 8. Secuencia superpuesta de la proteina Cruzipaina con distribucion en

su posicion obtenida del ABCpred.

TSP PP PR T VRN TLFTENL L TTS S TN TG TL TEEVF LTS THOS P R S TvP LR L RES A OSSRl ANDRRR PSR R =

e Prediccion de epitopos de anticuerpos usando IEDB

Con esta herramienta se identificd los posibles epitopos en una secuencia
lineal de proteina siendo reconocidas por el sistema inmunitario que puede
generar una respuesta inmune. Se han agrupado los aminodcidos de
acuerdo a ciertos criterios de prediccion y se les asignd un puntaje (score)
en funcion de su frecuencia. Los péptidos seleccionados tienen una
longitud de 16 aminoacidos con una especificidad del 85% (capacidad del
método de identificar correctamente los epitopos verdaderos es decir evitar
falsos positivos). Este proceso utilizd ciertos criterios de prediccion y
puntajes de frecuencia de aminoacidos para identificar posibles epitopos
en una secuencia lineal de proteina seleccionando los péptidos para el
analisis en funcion de su longitud y especificidad. Los resultados obtenidos
fueron:

En la figura 9 se muestra los resultados obtenidos por el analisis
bioinformético del IEDB, se ingresé a la prediccidn de accesibilidad de

Emini Surface con los datos de la secuencia de la proteina Cruzipaina, de
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color amarillo son los péptidos con mayor probabilidad y una puntuacion
maés alta de ser un buen candidato de epitopo inmunorreactivo y los de

color verde tienen la menor probabilidad.

Figura 9. Resultados de prediccion de la accesibilidad de la superficie datos
obtenidos del IEDB.
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La prediccion de epitopos inmunoreactivos continuos analizdé parametros
como hidrofilia, flexibilidad, accesibilidad, giros, superficie expuesta,
polaridad y propension antigénica de las cadenas polipeptidicas formadas que
se han correlacionado con la ubicacion de epitopos continuos. Los calculos de
prediccion se basaron en escalas de propension (método bioinformatico para
predecir la solubilidad o agregacion de un péptido) para uno de los 20
aminoacidos. Los resultados se observan en las tablas 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23, 24, 25 que se encuentran en los anexos.

Después de obtener los resultados de estas tablas que estan en los anexos se
genero la figura 10 para asignar una puntuacion a cada uno de los residuos de
accesibilidad de los epitopos y se ubico en la secuencia lineal de la Cruzipaina
dando un score de >0.9 un color amarillo y >0.8 un color celeste para
identificar los posibles candidatos para el modelado por homologacion.
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Figura 10. Resultados de la prediccion con mayor probabilidad de formar el
modelamiento en 3D.

MSGWARALLLAAVLVVMACLVPAATASLHAEETLTSQFAEFKQKHGRVYESAAEEAFRLSVFRENLFLARLH
AAANPHATFGVTPFSDLTREEFRSRYHNGAAHFAAAQERARVPVKVEVVGAPAAVDWRARGAVTAVKDQ,
GQCGSCWAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVSCDKTDSGCSGGLMNNAFEWIVQENNGAVYTED
SYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVELPQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDASSWMTYTGGVMTSCV
SEQLDHGVLLVGYNDSAAVPYWIIKNSWTTQWGEEGYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVVGGPGPTPEPTTTT
ITTSAPGPSPSYFVQMSCTDAACIVGCENVTLPTGQCLLTTSGVSAIVTCGAETLTEEVFLTSTHCSGPSVRSS
VPLNKCNRLLRGSAEFFCGSSSSGRLADVDRQRRHQPYHSRHRRL

Score > 0,9 Score > 0,8
En base a los resultados de la figura 10 se verifico la especificidad al 85% de

tamafio de secuencia lineal de 16 aminoacidos asignando un color a los
aminoacidos en funcion de su puntaje de accesibilidad y conformacion. En la
figura 11 se asignd un puntaje de accesibilidad mayor o igual a 1 marcando
en amarillo, aquellos con un puntaje mayor o igual a 2 en verde, aquellos con
un puntaje mayor o igual a 4 en morado, y aquellos con un puntaje mayor o

igual a 10 en rojo.

Figura 11. Resultados de la prediccion con mayor probabilidad de unién de

péptidos para el modelamiento en 3D.

MSGWARALSLAAVLVVMACLVPAATASLHAEETLASQFAEFKQK
HERVYESAAEEAFRLSVFRENLFLARLHAAANPHATFGVITPFSDIER
REEFRSRYFANGAAHFAAAQERARVPVNVEVVG _APAAVDWRARG
AVTAVKDQGQCGSCWAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVS
CDKTDSGCGGGLMNNAFEWIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPP
CTTSGHTVGATITGHVELPQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDASSW
MTYTGGVMTSCVSEQLDHGVLLVGYNDSAAVPYWIIKNSWTAQ
WGEDGY IRIAKGSNQCLVKEEASSAVVG_GCPEPTPEPTEITTISAP
GPSPSYFVQMSCTDAACIVGCENVTLPTGQCLLTTSGVSAIVTCGA
ETLTEEVFFTSTHCSGPSVRSSVPLNQCNRLLRGSVEFFCGSSSSEBR

aascore>1 @dscore>2 [@@score>4 [ score>10

Resultados del uso del Software Swiss model

Una vez evaluado los 467 aminoacidos y con los resultados obtenidos de la
figura 11 se procedié al modelado por homologia 0 modelo comparativo de
proteinas (predice la estructura tridimensional de la proteina), se utiliz6 la
estructura de una proteina homdéloga conocida de la cisteina proteasa. El

Swiss model se utiliz6 para el modelado por homologia (maneja una gran
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cantidad de plantillas de estructuras proteicas de alta calidad para producir
modelos precisos proporcionando herramientas para visualizacion y analisis

del modelo generado en funcién de su accesibilidad y conformacion).

El andlisis del uso del software Swiss model proporciond una primera vista
esencial de percepcién para el modelado, mostré ligandos, calidad global y
local, alineaciones. En la figura 12.A se visualizé el modelo de la cisteina
proteasa (Estructura cristalina de Pro-Rhodesain C150A obtenida por método de
difraccion de rayos X 2,80 A) y la figura 12.B Resultado de la Calidad de Estimacion
del Modelo Global-GMQE que combina las propiedades de alineacion de la
Cruzipaina asignando a cada residuo un valor entre 0 y 1 (puntuacion de fiabilidad).

El valor de calidad obtenido es 0.59.

Figura 12. Resultado de los modelos construidos y de la calidad.
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A. Resultado del modelo construido de la cisteina proteasa B. Resultado de la
Calidad de Estimacion del Modelo Global-GMQE.

En la figura 13 se observo los resultados de estimacion de la calidad de la
Cruzipaina comparandolo con secuencias de la cisteina proteasa obtenido por
cristalografia de rayos X con una alta resolucion de tamafio similar dando un

valor de estimacion de calidad de 0.85 confiable para el modelado.

Figura 13. Resultado de la estimacion de calidad de la cisteina proteasa.
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También el Swiss model mostrd la sobreposicién de la cisteina proteasa
(secuencia mas cercana) con la proteina Cruzipaina reportando una identidad

de 67.10 %, valor aceptable para modelado.

Figura 14. Estructura homologa de la cisteina proteasa sobrepuesta en la

proteina Cruzipaina.
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Con estos analisis bioinforméticos de la conformacion de la estructura por
homologia se realizo la prediccion In-silico de la interaccién de los ligandos
de acoplamiento de los péptidos y mostrar el plegamiento de la estructura
terciaria y especifica de las posiciones de cada atomo en la proteina los

resultados se muestran en la figura 15.

Figura 15. Prediccién de epitopos y los ligandos de acoplamiento en la

estructura globular tridimensional de péptidos candidatos de Cruzipaina.
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3.2. Objetivo 2. Sintesis quimica de los péptidos para deteccion seroldgica
de T. cruzi.

e Mapeo de los péptidos obtenido por Spot synthesis de la membrana

La figura 16 representa la secuencia lineal de la proteina Cruzipaina
conformada por 467 amino&cidos reconocida por el software MULTIPEP
utilizando lenguaje de programacion para ser sintetizados en la membrana ;$
AAG35357.1 cruzipain.seq,15,3

Figura 16. Secuencia lineal de la proteina Cruzipaina para Spot Synthesis en
la membrana reportada por el software.

;S AAG35357.1 cruzipain

.seq,15,3
MSGWARALLLAAVLVVMACLVPAATASLHAEETLTSQFAEFKQKHGRVY
ESAAEEAFRLSVFRENLFLARLHAAANPHATFGVTPFSDLTREEFRSRYHN
GAAHFAAAQERARVPVKVEVVGAPAAVDWRARGAVTAVKDQGQCGSC
WAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVSCDKTDSGCSGGLMNNAFE
WIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVELPQDEA
QIAAWLAVNGPVAVAVDASSWMTYTGGVMTSCVSEQLDHGVLLVGYN
DSAAVPYWIIKNSWTTQWGEEGYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVVGGPGP
TPEPTTTTTTSAPGPSPSYFVQMSCTDAACIVGCENVTLPTGQCLLTTSG
VSAIVTCGAETLTEEVFLTSTHCSGPSVRSSVPLNKCNRLLRGSAEFFCGS

SSSGRLADVDRQRRHQPYHSRHRRL

Después de ingresar las secuencias en el MULTIPEP, el software calculé la
cantidad de reactivos y aminoacidos que se agregaron para el Spot synthesis
detallados en los cuadros 14 y 15.

Tabla 4. Cantidad de reactivos y solventes para Spot synthesis en la membrana.

Pesao

(| ml. ml. ml.  ml
Nomhbre (mmnl) c(M) C(33vy) usado  Preparacion actual preparmcion max  excedente
Choyma Pura 1421 1.1 1280 2000 g 15 2350 g S0 25
Dic 17033 1280 2180 ml 15 2560 ml 50 2.5
NMP | 690 5 30 1.5
Anludrdo acetico 3 5310 1600 ml RO 2,400 ml 230 15
Ppendom 25% 25 9360 2340 ml 120 30000 ml 230 15
HO At 13601 1.1 ] 30 1.5
Solvente | 24600 ] 2{MN)
DME 2160 [1] 2{MK)
Sohvente 2 320 ] 1 (WK
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Tabla 5. Cantidad de aminoacidos que se utiliza para la sintesis de puntos de la
membrana o Spot synthesis.

Cantidad cantidad Adicion mL mg Adicion mL mL

Posicién Codigo Nombre ¢ (M) CoupL
ml mg  solvente actual actual solvente max excedente
1 A Fmoc-Ala-OH 05 1766 1.26 199 1.16 2 312 181 13 0.15
2 R Fmoc-Arg(Pbf)-OH 05 730 1.16 377 0.93 2 649 161 13 0.15
3 N Fmoc-Asn(Trt)-OH 05 822 1.17 349 0.96 2 597  1.64 13 0.15
4 D Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0.5 806 1.17 241 1.02 2 412 175 13 0.15
5 C Fmoc-Cys (Trt)-OH 05 272 111 325 0.91 2 586  1.65 13 0.15
6 Q  Fmoc-Gln (Trt)-OH 05 430 1.13 344 0.92 2 611  1.63 13 0.15
7 E  Fmoc-Glu(OtBu-OH 0.5 870 1.18 250 1.03 2 426 1.74 13 0.15
8 G Fmoc-Gly-OH 05 1554 125 187 1.14 2 298  1.82 13 0.15
9 H  Fmoc-His(Trt)-OH 05 602 1.14 355 0.93 2 620 1.63 13 0.15
10 | Fmoc-lle-OH 0.5 568 1.14 202 1.02 2 354 1.79 13 0.15
11 L Fmoc-Leu-OH 05 1162 121 214 1.08 2 354 179 13 0.15
12 K Fmoc-Lys(Boc)-OH 0.5 616 1.15 269 0.99 2 469  1.72 13 0.15
13 M Fmoc-Met-OH 05 248 11 206 0.98 2 372 178 13 0.15
14 F  Fmoc-Phe-OH 05 536 1.14 221 1.00 2 388 177 13 0.15
15 P Fmoc-Pro-OH 0.5 1068 1.2 203 1.08 2 338 1.8 13 0.15
16 S Fmoc-Ser(tBU)-OH 05 2080 131 252 1.16 2 384 177 13 0.15
17 T  Fmoc-Thr(tBU-OH 05 1338 1.23 244 1.08 2 398  1.76 13 0.15
18 W  Fmoc-Trp(Boc)-OH 05 330 111 294 0.94 2 527  1.68 13 0.15
19 Y  Fmoc-Tyr(tBU)}-OH 0.5 438 1.3 259 0.97 2 460 172 13 0.15
20 V__ Fmoc-Val-OH 05 1432 124 211 111 2 340  1.80 13 0.15

El MULTIPEP Intavis también gener6 el mapeo de las 152 secuencias de
péptidos sintéticos (imitan fragmentos de una cadena de proteina) de la proteina

Cruzipaina descritos en las tablas 6,7, 8 y 9.

Tabla 6. Resultados del Mapeo de péptidos (15 aa) en la membrana desde la posicién.
(1-A01 hasta 1-T02). Cruzipaina.

N° Posicién Peso molecular Cruzipaina N° Posicion Peso molecular Cruzipaina

1 1-A01 1569.895941 MSGWARALLLAAVLV 21 1-A02 1726.952544  VFRENLFLARLHAAA
2 1-B01 1595947977 WARALLLAAVLVWMA 22 1-B02 1672.869208 ENLFLARLHAAANPH
3 1-C01 1497892102 ALLLAAVLVWMACLV 23 1-C02 163585283  FLARLHAAANPHATF
4 1-D01 1439.813852 LAAVLVVMACLVPAA 24 1-D02 1561.800794 RLHAAANPHATFGVT
5 1-E01 144377238  VLVVMACLVPAATAS 25 1-E02 1486.709913 AAANPHATFGVTPFS
6 1-FO1 1453.731578 VMACLVPAATASLHA 26 1-F02 1602.757256  NPHATFGVTPFSDLT
7 1-G01 1511718429  CLVPAATASLHAEET 27 1-G02 1668.78895  ATFGVTPFSDLTREE

8 1-HO1 1497720536 PAATASLHAEETLTS 28 1-H02 1739.837297 GVTPFSDLTREEFRS

9 1-101 160475765  TASLHAEETLTSQFA 29 1-102  1938.923093 PFSDLTREEFRSRYH
10 1-J01  1749.8468 LHAEETLTSQFAEFK 30 1-J02  1849.871392  DLTREEFRSRYHNGA
11 1-K01 1821.879163 EETLTSQFAEFKQKH 31 1-K02 1875.877147 REEFRSRYHNGAAHF
12 1-101 1774937288 LTSQFAEFKQKHGRV 32 1-L02 1674.802192 FRSRYHNGAAHFAAA
13 1-M01 1852911468 QFAEFKQKHGRVYES 33 1-M02 1697.802921 RYHNGAAHFAAAQER
14 1-NO1 1777.864183 EFKQKHGRVYESAAE 34 1-N02 1567.786208 NGAAHFAAAQERARV
15 1-001 1720.806334 QKHGRVYESAAEEAF 35 1-002 1649.900844 AHFAAAQERARVPVK
16 1-P01 1683.811084 GRVYESAAEEAFRLS 36 1-P02  1621.915825 AAAQERARVPVKVEV
17 1-Q01 1773.858034  YESAAEEAFRLSVFR 37 1-Q02 1635.931475 QERARVPVKVEVVGA
18 1-R01 1750.889668 AAEEAFRLSVFRENL 38 1-R02  1461.856185 ARVPVKVEVVGAPAA
19 1-S01 1810.962439  EAFRLSVFRENLFLA 39 1-S02  1535.824216  PVKVEVVGAPAAVDW
20 1-TO1 1870.058405 RLSVFRENLFLARLH 40 1-T02  1594.847411 VEVVGAPAAVDWRAR
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Tabla 7. Resultados del mapeo de péptidos (15 aa) en la membrana desde la posicién (1-

AO03 hasta 1-T04). Cruzipaina.

N° Posicion Peso molecular Cruzipaina N° Posicién Peso molecular Cruzipaina

41 1-A03 1494.794982 VGAPAAVDWRARGAV 61 1-A04 1501.570778 TDSGCSGGLMNNAFE
42 1-B03 1538.821196 PAAVDWRARGAVTAV 62 1-B04 1596.69592 GCSGGLMNNAFEWIV
43 1-C03 1670.874688 VDWRARGAVTAVKDQ 63 1-C04 1720.777341 GGLMNNAFEWIVQEN
44 1-D03 1558.789245 RARGAVTAVKDQGQC 64 1-D04 1735.751854 MNNAFEWIVQENNG
45 1-E03 1422.612586 GAVTAVKDQGQCGSC 65 1-E04 1739.804936 AFEWIVQENNGAVYT
46 1-FO3  1599.670435 TAVKDQGQCGSCWAF 66 1-F04 1723.758379  WIVQENNGAVYTEDS
47 1-G03  1599.670435 KDQGQCGSCWAFSAI 67 1-G04  1748.70601 QENNGAVYTEDSYPY
48 1-HO3 1498.622756 GQCGSCWAFSAIGNV 68 1-H04 1592.652518 NGAVYTEDSYPYASG
49 1-103 1570.643885 GSCWAFSAIGNVECQ 69 1-104  1649.699134 VYTEDSYPYASGEGI
50 1-J03  1769.812999 WAFSAIGNVECQWFL 70 1-J04  1567.657269 EDSYPYASGEGISPP
51 1-K03 1630.745648 SAIGNVECQWFLAGH 71 1-K04 1541.660246  YPYASGEGISPPCTT
52 1-L03 1670.776948 GNVECQWFLAGHPLT 72 1-L04 1399.593228  ASGEGISPPCTTSGH
53 1-M03 1714.803162 ECQWFLAGHPLTNLS 73 1-M04 1441.640178 EGISPPCTTSGHTVG
54 1-N03 1742.834462 WFLAGHPLTNLSEQM 74 1-N04 1427.660913 SPPCTTSGHTVGATI
55 1-003 1595.787177  AGHPLTNLSEQMLVS 75 1-004 1441.651411 CTTSGHTVGATITGH
56 1-P03  1676.800778 PLTNLSEQMLVSCDK 76 1-P04  1477.741941  SGHTVGATITGHVEL
57 1-Q03 1668.722921  NLSEQMLVSCDKTDS 77 1-Q04 1536.767822 TVGATITGHVELPQD
58 1-R03 1601.626579 EQMLVSCDKTDSGCS 78 1-R04 1607.768551  ATITGHVELPQDEAQ
59 1-S03 1440.611915 LVSCDKTDSGCSGGL 79 1-S04  1577.757987 TGHVELPQDEAQIAA
60 1-T03  1500.553748 CDKTDSGCSGGLMNN 80 1-T04  1652.830424 VELPQDEAQIAAWLA

Tabla 8. Resultados del mapeo de péptidos (15 aa) en la membrana desde la posicién (1-
AO05 hasta 1-T06). Cruzipaina.

N° Posicién Peso molecular Cruzipaina N° Posicién Peso molecular Cruzipaina

81 1-A05 1581.768158 PQDEAQIAAWLAVNG 101 1-A06 1810.842049  IIKNSWTTQWGEEGY
82 1-B05 1508.788165 EAQIAAWLAVNGPVA 102 1-B06  1838.848197 NSWTTQWGEEGYIRI
83 1-C05 1449.823822 IAAWLAVNGPVAVAV 103 1-C06 1707.84747 TTQWGEEGYIRIAKG
84 1-D05 1467.761615 WLAVNGPVAVAVDAS 104 1-D06 1706.827069 WGEEGYIRIAKGSNQ
85 1-E05 1501.71295 VNGPVAVAVDASSWM 105 1-E06  1649.845362 EGYIRIAKGSNQCLV
86 1-FO5 1596.73883 PVAVAVDASSWMTYT 106 1-FO6  1686.898125 IRIAKGSNQCLVKEE
87 1-G05 1542.69188 VAVDASSWMTYTGGV 107 1-G06  1549.730056  AKGSNQCLVKEEASS
88 1-HO5 1592.638129 DASSWMTYTGGVMTS 108 1-H06 1562.750457 SNQCLVKEEASSAVV
89 1-105 1608.651671 SWMTYTGGVMTSCVS 109 1-106 1444712616 CLVKEEASSAVVGGP
90 1-J05 1574.68508 TYTGGVMTSCVSEQL 110 1-J06  1384.672859  KEEASSAVVGGPGPT
91 1-K05 1518.633714 GGVMTSCVSEQLDHG 111 1-K06 1321.640831  ASSAVVGGPGPTPEP
92 1-L05 1630.758914 MTSCVSEQLDHGVLL 112 1-L06 1379.682695 AVVGGPGPTPEPTTT
93 1-M05 1630.79193 CVSEQLDHGVLLVGY 113 1-M06 1413.651787  GGPGPTPEPTTTTTT
94 1-NO5 1657.784201 EQLDHGVLLVGYNDS 114 1-NO6 1457.678001 GPTPEPTTTTTTSAP
95 1-005 1528.741608 DHZVLLVGYNDSAAV 115 1-006 1443.662351 PEPTTTTTTSAPGPS
96 1-P05 1665.829695 VLLVGYNDSAAVPYW 116 1-P06  1467.662351  TTTTTTSAPGPSPSY
97 1-Q05 1694.856244 VGYNDSAAVPYWIIK 117 1-Q06 1538.714723  TTTSAPGPSPSYFVQ
98 1-R05 1762.857305 NDSAAVPYWIIKNSW 118 1-R06  1556.653387 SAPGPSPSYFVQMSC
99 1-S05 1776.909341 AAVPYWIIKNSWTTQ 119 1-S06  1588.643216  GPSPSYFVQMSCTDA
100 1-TO5 1907.910069 PYWIKNSWTTOWGE 120 1-T06  1634.667323 PSYFVOMSCTDAACI
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Tabla 9. Resultados del mapeo de péptidos (15 aa) en la membrana desde la posicién (1-
AQ7 hasta 1-L08). Cruzipaina.

N° Posicion Peso molecular Cruzipaina N° Posicién Peso molecular Cruzipaina

121 1-A07 1546.618265 FVQMSCTDAACIVGC 141 1-A08 1642.883142  SSVPLNKCNRLLRGS
122 1-B07 1514576793 MSCTDAACIVGCENV 142 1-B08 1716.898793  PLNKCNRLLRGSAEF
123 1-C07 1504.679601 TDAACIVGCENVTLP 143 1-C08 1699.818101 KCNRLLRGSAEFFCG
124 1-D07 1503.695586  ACIVGCENVTLPTGQ 144 1-D08 1615.76711 RLLRGSAEFFCGSSS

125 1-E07  1545.742536  VGCENVTLPTGQCLL 145 1-E08  1533.652474  RGSAEFFCGSSSSGR

126 1-FO7  1575.770857 ENVTLPTGQCLLTTS 146 1-F08  1532.645992  AEFFCGSSSSGRLAD

127 1-G07 1476.738829  TLPTGQCLLTTSGVS 147 1-G08 1555.694339 FCGSSSSGRLADVDR
128 1-HO7 1448.743915 TGQCLLTTSGVSAIV ~ 148 1-H08 1688.856076  SSSSGRLADVDRQRR
129 1-107  1423.694522 CLLTTSGVSAIVICG 149 1-108  1789.930246  SGRLADVDRQRRHQP
130 1-J07  1395.644594  TTSGVSAIVICGAET 150 1-J08  1876.929912 LADVDRQRRHQPYHS
131 1-K07 1449.691545 GVSAIVTCGAETLTE 151 1-K08 2027.042925 VDRQRRHQPYHSRHR
132 1-L07 1581.74906  AIVTCGAETLTEEVF 152 1-L08 2082.132743 RQRRHQPYHSRHRRL
133 1-M07 1599.723238  TCGAETLTEEVFLTS

134 1-NO7 1679.760686  AETLTEEVFLTSTHC

135 1-007 1619.739557  LTEEVFLTSTHCSGP

136 1-PO7  1618.766775 EVFLTSTHCSGPSVR

137 1-Q07 1516.719824  LTSTHCSGPSVRSSV

138 1-R07  1539.735809  THCSGPSVRSSVPLN

139 1-S07  1543.767109  SGPSVRSSVPLNKCN

140 1-TO7  1684.930092  SVRSSVPLNKCNRLL

Los péptidos sintéticos adheridos a la membrana se generaron en 15 ciclos
(cada ciclo: 3 horas y 50 minutos), haciendo un total de 52 horas con 50

minutos.

e Obtencién de peptidos sintéticos usando el Protocolo por
inmunodeteccion en la membrana de puntos.

En la figura 17 se muestra a los péptidos adheridos a la membrana A.
Esquema de los péptidos sintéticos en la membrana de puntos Cruzipaina.
B. Ubicacion de los 152 péptidos en la membrana de la proteina Cruzipaina
mostrado por el Transiluminador. C. Membrana adherida con los péptidos
sintéticos de la proteina Cruzipaina lista para continuar el protocolo de

inmunodeteccion.

47



Figura 17. Posicion vertical desde el 1-A01 hasta 1-LA08 152.
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El acoplamiento de los péptidos sintéticos en la membrana se muestra en la
figura 18, usando el protocolo de inmunodeteccion, A. se marcaron con
colores amarillos las reacciones inespecificas, los de color morado candidatos
positivos y los blancos son candidatos negativos. Se muestra que al ser
conjugados solamente con fosfatasa alcalina se observan las reacciones de
falsos positivos. B. Resultados obtenidos con suero negativo de T. cruzi
demostrando que los péptidos candidatos son reconocidos por los paréasitos.
C. Dilucion optima del suero positivo de T. Cruzi con mayor diferencia de
valores entre sueros positivos y negativos del péptido

Figura 18. Acoplamiento de los péptidos sintéticos de la Cruzipaina en la

membrana.
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e Seleccion de candidatos para sintesis quimica de péptidos.
Para elegir a los péptidos se analiz6 las 152 secuencias generadas por el
MULTIPEP con el Software ImagenJ evaluando cuantitativamente la linea
umbral o cut-off (punto de discriminacion entre las muestras positivas y
negativas), se asigno un promedio de 151 pixeles como se muestra en las
figuras 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, y 27.

Figura 19. Eleccion de péptidos sintéticos entre positivos y negativos
usando ImagenJ (intensidad de luminosidad de onda 801 x 335 pixeles).

Figura 20. Seleccion de positivos y negativos de péptidos sintéticos desde

el N° 1 hasta el N° 20 reportado por ImagenJ.
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Figura 21. Seleccion de positivos y negativos de péptidos sintéticos desde
el N° 21 hasta el N° 40 reportado por ImagenJ
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Figura 22. Seleccion de positivos y negativos de péptidos sintéticos desde

el N° 41 hasta el N° 60 reportado por ImagenJ
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Figura 23. Eleccidon de positivos y negativos de acuerdo a los pixeles por

ImagenJ.
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Figura 24. Eleccion de positivos y negativos de acuerdo a los pixeles por

ImagenJ.
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Figura 25. Eleccidén de positivos y negativos de acuerdo a los pixeles por
ImagenJ.
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Figura 26. Eleccidon de positivos y negativos de acuerdo a los pixeles por
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Figura 27. Eleccion de positivos y negativos de acuerdo a los pixeles por

Imagen J.
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Después del andlisis de las 152 secuencias de péptidos para elegir los
péptidos positivos y negativos se analizd 4 secuencias que demostraron
mayor reaccioén inmunogénica como se muestra en la tabla 10 y también
los resultados de andlisis de los péptidos mostrados en la figura 28, 29, 30
y 31

Tabla 10. Caracteristicas Fisicoquimicas de péptidos para sintetizar.

N° Peso , N° de
pl Formula .
de aa molecular atomos

VGAPAAVDWRARGAVTAVKDQ 21  2138.41 10.07 CosHys)N3Op 303
QKHGRVYESAAEEAFRLSVFR 21 2480.77 947 CioHizNsOs 346

AGHPLTNLSEQMLVSCDKTDS 21 2246.49 4.16 CgHysoN26045S, 307
YTEDSYPYASGEGISPP 17 1832.89 0.76 CgoHi13N1704 243

Secuencias Elegidas
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Figura 28. Célculo de péptidos con buena solubilidad en agua demostrando
que la parte superior es hidrofila y la parte inferior hidréfoba
(VGAPAAVDWRARGAVTAVKDQ)
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Figura 29. Célculo de péptidos con buena solubilidad en agua demostrando
que la parte superior es hidréfila y la parte inferior hidréfoba
(QKHGRVYESAAEEAFRLSVFR)
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Figura 30. Célculo de péptidos con buena solubilidad en agua demostrando
que la parte superior es hidrofila y la parte inferior hidréfoba
(AGHPLTNLSEQMLVSCDKTDS)
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Figura 31. Calculo de péptidos con buena solubilidad en agua demostrando
que la parte superior es hidréfila y la parte inferior hidréfoba
(YTEDSYPYASGEGISPP)
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En la tabla 11 se muestra las secuencias peptidicas elegidas y en la figura
32 el modelado en 3D, color amarillo (M1), color rosado (M2B), color
celeste (M3), Color verde (B1).
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Tabla 11. Nombre y posicién en la sintesis quimica de las secuencias elegidas.

Posicion del Péptido Secuencias obtenidas por sintesis Peso
Nombre -
enlamembrana  quimica molecular
Membrana positiva (M1) 41 VGAPAAVDWRARGAVTAVKDQ 2138.39 g/mol
Bioinformatica+membrana (M2B) 15 QKHGRVYESAAEEAFRLSVFR 2480.74 g/mol
Membrana negativa (M3) 55 AGHPLTNLSEQMLVSCDKTDS  2246.48 g/mol
Bioinformatica (B1) 69 YTEDSYPYASGEGISPP 1832.87 g/mol

e Seleccion de péptidos para sintesis quimica

Se realizé el modelado con Swiss model de los 4 péptidos elegidos que se
muestra en la figura 32, color amarillo (M1), color rosado (M2B), color
celeste (M3), Color verde (B1). Se obtuvo 100 mg de cada péptido siguiendo

el método de sintesis de péptidos en fase sélida.

Figura 32. Modelado tridimensional de los péptidos elegidos para sintesis

quimica.

3.3. Objetivo 3. Resultados de la inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)
Los sueros positivos y negativos de T. cruzi que se utilizaron para la
estandarizacion fueron proporcionados por la Direccion Regional de Salud de

Amazonas (DIRESA), los resultados se muestran en la figura 33.
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Figura 33. Suero negativo y positivos de T. cruzi para recubrir las placas
ELISA.
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Se evaluaron los cuatro péptidos para determinar la reactividad frente a sueros
positivos y negativos mediante ELISA. Finalmente, el péptido 2 (M2B)
mostré una mayor inmunoreactividad obtenido con una dilucion de 1:100 y
una concentracion de recubrimiento del péptido de 10 ug/100 mL como se

muestra en la figura 34.

Figura 34. Péptidos con mayor inmunoreactividad de reconocimiento del T.

cruzi.
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3.4. Objetivo 4. Revisar propuestas para el fortalecimiento del acceso
equitativo al servicio de salud.
Mediante este analisis bibliométrico se recuperaron 1302 documentos, los
cuales fueron sometidos a un proceso de normalizacion de metadatos y de
eliminacién de documentos duplicados. La muestra final para el anélisis quedo
en 297 documentos se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Documentos publicados por los ultimos cinco afios en Scopus de la

enfermedad de chagas y los cambios de migracién rural-urbano.

Documentos Scopus

41 50 °° = -

~

por afio

-
g o
o O

Publicacién

o

2018 2019 2020 2021 2022

En la tabla 13 se muestra los articulos publicados de la enfermedad de chagas
durante los dltimos 5 afios de paises que han reportado al vector, y su
migracion de areas rurales a urbanos en SCOPUS. También se muestra en la

figura 34.

Tabla 13. Paises que reportan la presencia de la enfermedad de chagas.

N° Pais Documentos Citaciones Total de

Enlaces
1 Estados Unidos 79 652 84
2 Brasil 82 554 30
3  México 25 236 29
4 Francia 14 124 26
5  Argentina 21 177 23
6  Ecuador 12 77 18
7 Reino Unido 10 87 18
8  Colombia 19 103 17
9  Espafa 13 133 14
10 Bolivia 7 20 13
11  Chile 10 63 13
12 Bélgica 6 50 12
13 Perd 7 40 12
14  Guatemala 8 56 8
15 ltalia 6 120 5
16  Venezuela 5 21 2
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Figura 35. Paises que han reportado publicaciones de la enfermedad de chagas

y su interconexién realizados en Wosviever.
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En la figura 35 se describe la importancia de investigacion en temas
relacionados a la enfermedad de chagas, se muestra el afio 2019 de color azul,
mayo del afio 2019 de color celeste, el afio 2020 de color amarillo y en mayo

del 2020 de color anaranjado Y rojo.

Figura 36. Distribucién de estudios de la enfermedad de chagas durante los

ultimos 5 afios realizados en el software WosViever

2019.0 2019 % 2020.0 2020.%
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Se realizo el andlisis de los articulos con mayor reporte de migracion rural — urbano

tanto del vector y las personas mostrados en la tabla 14.

Tabla 14. Epidemiologia de la enfermedad de chagas en contextos urbanos reportados

en las revistas durante los ultimos 5 anos.

N° Revista Pais Evidencia DOI
Reportes en el area urbana de las http://dx.doi.org/10.
Revista  del ciudades de Sao Paulo y Brasilia 1590/S1678-
. a partir de viviendas infestadas. 9946201860033
Instituto  de . C
1 Medicina Brasil Tasa de infestacion del hogar
Trovical  de del 16%. Baja prevalencia de https://doi.org/10.15
P infeccion vectorial (3%) 90/0037-8682-0330-
Sao Paulo
2020
Asociacion del vector con el
ciclo salvaje de T. cruzi y
transmision  oral de la https://doi.org/10.15
5 Fundacién Colombia enfermedad de chagas. Se 90/0102-
Oswaldo Cruz encuentra en palmeras ubicadas 311X00024013
cerca de una vivienda. Alta
prevalencia de infeccion por
vectores (54%)
Aspectos  bioecoldgicos de
trlato_mlnos y mgrsuplales_como http:/Doi-10.1111/
] salvajes T. cruzi reservorios en
Entomologia . . mve.12507
L . areas urbanas con ocurrencia del
3  Médica y Brasil o .
L. vector dentro de viviendas, sin
Veterinaria L .
colonizacion. Amplio rango de
prevalencia  de infeccion
vectorial (6%-41%)
Rev_lsta de P_refsenma del  vector en https://doi.org/10.15
Sociedad viviendas urbanas, pero sin
) : . Y 90/0037-8682-0177-
4  Brasilera de Brasil signos de colonizacion. Muy
. . . - 2018
Medicina alta prevalencia de infeccion por
Tropical vector (71%)
Ir_nportante colonizacion . de https://doi.org/10.15
viviendas urbanas con variada
tasa de infestacion (7%-3.3%) 90/0074-
: 02760210056
. . Amplio rango de prevalencia de
5 Instituto Argentina infeccion por vectores (8%-
Oswaldo Cruz Perl P 0 https://Doi:10.3201/

47%). En Argentina, los unicos
reportes de Chagas agudo por
transmision vectorial para el
pais, ubicados en el éarea
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Revista
Internacional
de Geografia
Sanitaria

Entomologia
Médica y
Veterinaria

Enfermedades
transmitidas
por vectores y
zoonoticas

Revista de
Crecimiento y
Desarrollo
Humano

Revista de
Enfermeria

Folletos de
Salud Publica
(CSP)

Revista de
Sociedad
Brasilera de
Medicina
Tropical

Peru

México

EE UU
(Texas)

Brasil

Brasil

Brasil

Argentina

metropolitana de la ciudad de
San Juan 2016-2020.

Un bicho de campo en la ciudad:
infestacion urbana por el vector
de la enfermedad de chagas
Triatoma infestans Arequipa,
Per. La prevalencia de
infestacion de los hogares varia
entre 0,0 y el 77.9% que
oscilaban entre 0,1 y 68.7% de
hectérea.

Infestacion de viviendas
urbanas de la ciudad de
Cuernavaca, con muy alta
prevalencia  de Infeccion

vectorial (50-88%)

Primer registro del Vector en
espacios verdes del area urbana
de Houston. Insectos infectados
con Trypanosoma cruzi

El panorama epidemioldgico de
la  Amazonia occidental
Amazonia Brasilefia de 2007 a
2018 incluye mayor nimero de
casos de infeccion por T. cruzi
en hombres de 20 a 39 afios, y la
transmision oral fue prevalente.
Brasil es el pais con mayor
prevalencia de pacientes con
enfermedad, considerando que
la enfermedad es de progresion
lenta y tratamiento precoz con el
consiguiente déficit en calidad
de vida de los pacientes

El  conocimiento de la
distribucion territorial de los
casos se infectdé hace mucho
tiempo y en las Gltimas décadas
marcadas por una intensa
migracion de la poblacion.
Estudios han demostrado la
importancia del sistema
inmunitario y el efecto racimo
de una mayor tasa a través de
generaciones de una misma
familia y de madre a hijo con
origen geografico 'y sus
antecedentes familiares en una
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13

14

15

poblacién contemporanea
urbana de Argentina.

La prevalencia de la infeccion
por T. cruzi de donantes en

mujeres es el 70%, el 85% son https://doi.org/10.22

Revista : 517/25395203.2460
. . donantes  voluntarios  por
Médica Colombia : 1
Risaralda primera vez, el rango de mayor
prevalencia fue de 41 a 50 y de
51 a 65 afios con un 35% cada
uno.
Los Paises de América del Sury
. Central  tienen — una ala 50901111/
Medicina prevalencia y  transmision .
_ . mi.13398
Tropical y . vertical de la enfermedad de
Brasil o
Salud chagas. Los tamizajes
Internacional sistematicos durante el periodo
prenatal son necesarios para el
diagnostico y tratamiento.
Se conjugan cuatro dimensiones
interrelacionadas  biomédica,
Bases epidemioldgica, sociocultural y
politica considerando las nuevas https://doi.org/10.10
Moleculares : . e . .
. configuraciones geogréaficas de 16/j.bbadis.2020.16
de las Argentina .
Chagas asociadas 5691
Enfermedades rincipalmente a los
(BBA) princip

movimientos migratorios y al
cambio climéatico en diferentes
escalas

A través de los analisis realizados en los articulos publicados de la situacion actual de la
enfermedad de chagas debido a los flujos migratorios se demostrd que ha dejado de ser
un problema de paises endémicos y se ha convertido en un problema de salud publica
mundial, debido a esto se propone mejorar la identificacion de la enfermedad para reducir
los impactos de los contagios y muertes debido a un incorrecto diagnostico tal como se
detalla en la tabla 15.
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Tabla 15. Propuesta de mejora de identificacion de la enfermedad de chagas que pueden

ser aplicados para reducir el impacto de las muertes personas por un mal diagndstico.

Problema de Identificacion

Solucion

Problema de la inequidad: por
razones de distribucion del vector
afecta a poblaciones mas pobres
rurales o periurbanas, desinformadas
y olvidadas.

Problema econémico: Segun la
OMS el coste medio por individuo es
de 474 ddlares al afio mientras que el
coste de productividad laboral es
4.600 dolares anuales. Se estima que
la carga financiera es de 7.200
millones de dolares anuales.
Existiendo pocas investigaciones
para reducir los casos.

Problemas de acceso a diagndstico
y tratamiento: En la actualidad
menos del 1% de las personas
reciben tratamiento por la falta de
formacion del personal sanitario, la

falta de acceso a medicamentos y -

diagnostico, la falta de tratamientos
antiparasitarios eficaces en pacientes
cronicos, y la falta de acceso e
innovacion  en  diagnodstico 'y
medicamentos

El problema psicosocial: la falta de
informacion, educacion y
comunicacion forman una barrera en
el tratamiento, ademés existe el
miedo a la estigmatizacion asociada
a la pobreza y exclusion social.

63

- El diagndstico debe formar parte de la
atencion integral en los centros de salud
de atencion primaria.

- Fortalecer el acceso a la informacion del
riesgo asociado a la presencia del vector
dentro y cerca de los domicilios, y el
riesgo de transmision de madre a hijo.

- Seguimiento a pacientes diagnosticados

para no interrumpir el tratamiento y

eliminar la cadena de transmision.

Sensibilizar sobre la importancia de

detectar, diagnosticar y tratar una

enfermedad para el acceso una vida
saludable.

Identificar gastos econdmicos y sociales

por parte de las autoridades locales,

nacionales e internacionales en
implementacion de wuna vigilancia
continua  epidemiolégica de la
enfermedad de chagas.

- Fortalecer la informacion de la
enfermedad al personal sanitario
(médicos, pediatras, obstetras,

enfermeras, laboratoristas, centros de
investigacion), y poblacion.

El acceso al tratamiento debe
identificarse lo mas rapido posible desde
el neonato hasta un adulto crénico con

problemas cardiacos con  nuevos
tratamientos.
- Generar mayor investigacion y

desarrollo para el control y tratamiento
con mejores herramientas  de
diagnostico, nuevos medicamentos que
sean eficaces y desarrollo de
biomarcadores.

Fortalecer un enfoque psicosocial en
atencion integral de los pacientes,
incluyendo campafias de informacion,
educacion y sensibilizacion.



El control del vector:
Tradicionalmente se usaban
insecticidas contra el  vector,
generando resistencias.

Falta de compromiso de Instituciones
Pablicas y privadas.

Desarrollar  alternativas de control
vectorial como modificacion genética
para reducir su fertilidad o su capacidad
de transmisién del parasito y que sean
sostenibles con el medio ambiente.
Colaboracion con la  DIRESA-
Amazonas y la UNTRM para crear
plataformas de atencidon integral a
pacientes con enfermedad de chagas
para diagndstico y tratamiento y brindar
formacion sobre el manejo de la
enfermedad desarrollando proyectos de
investigacion (biomarcadores  de
progresion 'y respuesta terapéutica,
identificacion ~ de  complicaciones
cardiacas)

Fomentar el compromiso politico para
desarrollar estrategias de lucha y poner
en marcha programas de acceso al
diagnostico y tratamiento. Estableciendo
politicas claras en lineas con las los
objetivos de Desarrollo Sostenible
acorde con las metas de la OMS.
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IV. DISCUSION

Disefio y analisis In-silico de péptidos candidatos para deteccién de T. cruzi.

Los péptidos identificados mediante disefio In-silico pueden ser alternativas eficaces a los
métodos experimentales tradicionales en la investigacion de péptidos, ya que pueden
ahorrar tiempo y esfuerzo (Ospina, 2020). Sin embargo, existen obstaculos para la
adopcion de estos métodos avanzados, como la falta de experiencia en la utilizacion de
bibliotecas de programacion, el acceso a estos recursos computacionales y la flexibilidad
de las lineas de produccion pueden superar estos obstaculos, es importante evaluar el
impacto de diferentes herramientas, métodos y algoritmos en el disefio In-silico de
péptidos, compartir y distribuir los resultados de los flujos de trabajo para mejorar la
eficiencia y eficacia de estos métodos (Joshi & Blankenberg, 2022). Ademas, el uso de
conjuntos de herramientas que proporcionan andlisis de caracteristica, visualizacion y
trazado de datos, modelado y recuperacion de conjuntos de datos puede ser de gran ayuda
para los investigadores que deseen utilizar métodos de disefio In-silico de péptidos. Es
importante mencionar que el disefio In-silico de péptidos es un campo en constante
evolucion y que se espera que se desarrollen nuevas herramientas y métodos que mejoren
aun mas su eficiencia y precision en el futuro. Tal como se realizé en esta investigacion

con la identificacion de una proteina y el disefio del mismo.

Es interesante resaltar que la biblioteca de plantillas de Swiss model es una herramienta
valiosa para el modelado In-silico de proteinas, ya que contiene datos estructurales de
proteinas determinadas experimentalmente y que son derivadas del Protein Data Bank
(Ghersi et al., 2020)(Bittrich et al., 2023) siendo utilizado por tener las formas 3D de
proteinas, acidos nucleicos y conjunto de complejos que ayuda a comprender todos los
aspectos de la biomedicina, desde la sintesis de proteinas hasta la salud y la enfermedad.
Este almacenamiento en la base de datos permite una mayor eficiencia en el proceso de
modelado, la calidad de estimacion global del modelo (GMQE) es una medida importante
para evaluar la calidad del modelo obtenido. Este andlisis In-silico permite la
identificacion de amino&cidos y la evaluacion de los parametros fisico-quimicos de
interaccién con un modelo aproximado a cada una de las proteinas de analisis. Es
importante comprobar si la estructura es suficientemente homologa y obtener un buen
alineamiento de las regiones con estructuras secundarias, lo que puede mejorar la calidad

del modelo y su capacidad para predecir la estructura y funcion de la proteina, tal como
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se realizd en esta investigacion utilizando una proteina homoéloga como la cisteina

proteinasa que tiene secuencias parecidas a la proteina Cruzipaina.

Estudios recientes se centran en la busqueda de posibles candidatos para vacunas que
puedan ser disefiadas usando herramientas In-Silico (Ma et al., 2016), permitiendo
analizar el acoplamiento molecular y los de simulacion de diferentes funciones de las
proteinas, con el uso de herramientas nuevas que ayudan a perfeccionar estas
interacciones que se encuentran disponibles en el banco de proteinas 0 GenBank (Abbasi
etal., 2022) permiten identificar nuevas secuencias con interaccion de alelos polimérficos
de epitopos (polimorfismo genético o secuencias de ADN) que pueden ser utilizados de
acuerdo a la investigacion deseada (Disease et al., 2022). Este trabajo me permitié el uso
de diferentes softwares para elegir los mejores péptidos de interaccion presentes en la
superficie del parasito con un analisis mas detallado integrando la formacién y ligacion

de las estructuras para modelamiento e interpretacion.

(Soprano et al., 2022), nos dice que la Cruzipaina es una cisteina proteinasa de multiples
funciones en la patogénesis de la EC, los protozoos patégenos desempefian un papel
importante en la regulacion de la interaccion entre el huésped y el parasito, ya que
participan en la modulacion de una serie de efectos parasito bioldgicos, como la absorcion
de nutrientes, la evasion inmunitaria y la degradacion del tejido del huésped. La
Cruzipaina también se conoce como cruzina, antigeno GP57/51, se expresan
diferencialmente en las cuatro etapas principales del ciclo vital del parasito, mostrando
una actividad significativamente mayor en los epimastigotes en comparacién con las otras
formas del parasito. Esta codificada por un numero grande de genes (130 cepa
Tul2)(Chain et al., 2019) dispuestos de cabeza-cola, enzima lisosomal de tipo I, tiene una
molécula catalitica con alta homologia a la papaina y a algunas catepsinas de mamiferos,
una extension carboxiterminal (C-T), (Duschak & Couto, 2009), tiene un peso molecular
de 41 kDa. La inmunoreactividad de la Cruzipaina en sueros de pacientes chagasicos
crénicos es una evidencia importante de su papel en la patogénesis de la enfermedad de
chagas. La deteccidn de anticuerpos especificos contra esta proteina en suero de pacientes
es un indicador util de la presencia de la enfermedad, y se utiliza ampliamente en pruebas
serologicas para el diagnéstico de la enfermedad de chagas. Ademas, se ha demostrado
que la Cruzipaina (Cazzulo, 1999).tiene una actividad proteolitica que puede contribuir a
la patogénesis de la enfermedad al degradar los tejidos del huésped y facilitar la invasion

parasitaria. Por lo tanto, el estudio de esta proteina es importante para comprender la
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patogénesis de la enfermedad de chagas y desarrollar estrategias terapéuticas efectivas.
Para esta investigacion se eligi6 esta proteina por estar presente en el paréasito, al no haber

modelos In-silicos se ha disefiado siguiendo los pasos descritos en esta tesis.

Sintesis quimica de los péptidos para deteccion seroldgica de T. cruzi.

La sintesis quimica de péptidos se realizd utilizando el método de Merrifield (Frank,
2002a), el cual es ampliamente utilizado en la sintesis de péptidos debido a su eficiencia
y alta pureza de los productos finales. Se utilizé un grupo de aminoacidos de eficiencia y
alta pureza para los productos finales. También se utiliz6 un grupo protector denominado
quimica Fmoc (9- fluorometixicarbonil) para proteger el grupo amina del aminoéacido y
una resina solida como soporte para la sintesis. La secuencia sintetizada permiti6 obtener
4 candidatos de péptidos, que luego se probaron contra sueros positivos y negativos de

Trypanosoma cruzi utilizando un protocolo de ELISA (Buchwalow et al., 2011).

La sintesis de péptidos se realizd utilizando la quimica Fmoc/tBu que emplea el grupo
Fmoc como protector temporal del grupo a-amino y grupos del tipo ter-butil (tBu) para
proteger las cadenas laterales de los amino&cidos. El grupo protector a-amino se elimina
antes de la unidn del siguiente aminodacido. La eliminacion del grupo protector se realiza
en medio acido mientras que la eliminacion del grupo Fmoc se realiza en medio basico,
generalmente con piperidina. Una vez el grupo a-amino se encuentra libre, se une el
aminoacido siguiente, previa activacion, al aminoacido anterior formando el enlace
peptidico. El proceso de acoplamiento requiere la activacion del grupo a-carboxilo del
amino&cido entrante de modo que este sea susceptible de reaccionar con el grupo amino
de la cadena de péptido creciente. Este proceso de desproteccidn y acoplamiento se repite
tantas veces como sea necesario hasta completar la secuencia del péptido deseado. Una
vez sintetizado la cadena peptidica esta se separa y se eliminan los grupos protectores de
las cadenas laterales de los aminoacidos (Escoda, 2007). Para esta investigacion se

mantiene los mismos conceptos.

Al realizar la técnica de inmunodeteccidn en la membrana se realizé el bloqueo para
testear los anticuerpos presentes, este procedimiento reduce ain mas las uniones no
especificas y va a depender de la fuerza de los anticuerpos utilizados, aquellos anticuerpos
de unién débil pueden ser eliminados por un exceso de detergente en los lavados

posteriores. De igual manera la sacarosa ayudd en la generacion de energia y transporte

67



de carbohidratos, se utilizo altas concentraciones funcionando como tampdn bastante

bueno.

Estandarizacion de la Técnica Elisa con el antigeno sintético obtenido y evaluacion

de la inmunorreaccion.

Para realizar los ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) con los péptidos
se procedié a realizar un ELISA indirecto (Versiani et al., 2019), actualmente el
diagnéstico de la enfermedad de chagas en fase crénica se continua realizando técnicas
serologicas que detectan anticuerpos de tipo de inmunoglobulina G especificos de
antigenos parasitarios segun el estadio del parasito como epimastigotes, amastigote o
trypomastigote (Llano et al., 2014), y la diversidad de pruebas de ELISA resultan
variaciones muy diversas en una misma prueba y otras pruebas que se realizan, de los 4
péptidos sintetizados de la proteina Cruzipaina que se encuentran en la superficie sugiere
que podrian tener antigenos especificos en los estadios del parasito que no son detectados
por otras pruebas existentes en el mercado. Lo mas importante de esta estandarizacion es
que se usaron en muestras de la region Amazonas demostrando que es una zona endémica
y que aln falta continuar investigaciones que permitan implementar diagndsticos
tempranos y oportunos en las personas y una mejor intervencion del sistema de salud que
presenta falencias en la identificacion de estas enfermedades.

Revision de propuestas para el fortalecimiento del acceso equitativo al servicio de
salud

De acuerdo a las publicaciones de los articulos revisados, en los Gltimos 5 afios como se
muestra en la tabla 13, Estados Unidos supera en investigacion de acuerdo al reporte del
software, y los paises endémicos con mayores publicaciones son Brasil, Argentina y
México, esta figura indica que existe una colaboracion con los paises para enfrentar la
enfermedad de chagas, ya que en los Ultimos afios se ha visto un aumento en el
crecimiento de contagios de la enfermedad segln reporta la OMS, (Organizacién
Panamericana de la Salud. 57. o Consejo Directivo 71. a Sesion del Comité Regional de
la OMS para las Américas, 2019). Las investigaciones de esta enfermedad se
desarrollaron de diferentes maneras, como estudios en diferentes proteinas, PCR,
transmisiones, pacientes, vectores como los triatominos, lo cual demuestra un gran interés
en todos los paises del mundo de disminuir los riesgos de contagio ya que afectan a la
poblacién urbana y rural, también es importante encontrar nuevas alternativas de

tratamientos para disminuir la alta tasa de mortalidad en la etapa cronica, que se agudiza
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aun mas con el poco interés en los analisis preliminares en los centros de salud como
hospitales, clinicas, bancos de sangre donde aln no existe un normativa clara acerca de

la identificacion oportuna y asi reducir dicha enfermedad (Batista et al., 2019).

La revision y anélisis de los documentos considerados en este objetivo de desarrollo
sostenible permiti6 establecer una base sobre la dispersion del vector infectado con T.
cruzi existen registros de Texas en el centro urbano de la ciudad de Houston reportando
la presencia del paréasito (Dye-Braumuller et al., 2019), estos reportes permiten identificar
y utilizar técnicas de vigilancia pasiva y activa que monitorean las actividades de los
triatominos. En las dos ultimas décadas el crecimiento demogréfico y la pérdida de
bosques por el incremento de la urbanizacion y la deforestacion provocada por la misma
ha llevado a cambios entre el huésped-vector, esto se da porque las personas invaden los
habitats y zonas silvestres aumentando la probabilidad que los vectores entren en contacto
con los humanos (Parham et al., 2015).

Los constantes movimientos migratorios han convertido a la enfermedad de chagas en un
problema de salud mundial (Carbajal-de-la-Fuente et al., 2022), aun sigue siendo una
enfermedad desatendida elevando una crisis de salud publica silenciosa, los expertos
sefialan que se necesitaran estrategias multidisciplinarias nacional e internacional para el
control (bancos de sangre y drganos, transmision vertical, vectores), llegando a la
conclusién de que se tiene que gestionar recursos para un mejor manejo de la infeccién
en personas infectadas y ampliar las investigaciones en diagnoéstico y tratamiento. (Pinazo
& Gascon, 2015). De igual manera la Organizacion Mundial de la Salud hace hincapié a
una colaboracion integrada y global en el control de vectores que causan una carga de
morbilidad extrema (OMS, 2019).

Es innegable gue la falta de métodos altamente precisos para diagnosticar la enfermedad
de chagas ha sido un desafio importante para la identificacion y tratamiento adecuado de
personas infectadas en todo el mundo incluyendo paises no endémicos. (Elisa et al., n.d.).
Estos métodos actuales para la enfermedad de chagas incluyen pruebas seroldgicas, como
la prueba de ELISA, y pruebas moleculares, como la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). Sin embargo, estas pruebas pueden presentar limitaciones, como la falta de
sensibilidad y especificidad en las primeras etapas de la infeccidn y la incapacidad para
distinguir entre una infeccion activa y una infeccion pasada. La necesidad de pruebas de

diagnostico méas precisas y accesibles es crucial para el tratamiento adecuado y la
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prevencion de la transmision en todo el mundo. (Escudero-Nieto & Guerrero-Espejo,
2005). Los estudios de esta investigacion se centran en el desarrollo de nuevas técnicas
de diagndstico como la utilizacién de la protedmica y gendmica para identificar nuevos
biomarcadores de la enfermedad, representa un desafio importante para el tratamiento y
prevencion de la enfermedad. La necesidad de pruebas mas precisas y accesibles es
crucial para la identificacion y tratamiento adecuado de personas infectadas y la

prevencion de la transmision en todo el mundo.
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CONCLUSIONES

- Mediante el analisis In-silico se determind que las estructuras de las secuencias
modeladas en 3D se localiza en la membrana celular del parésito. Presenta
cercania al extremo C-terminal indicando dominios caracteristicos, y la
identificacion de la proteina Cruzipaina puede ser considerada como una
estrategia potencial para el tratamiento de la enfermedad de chagas.

- Se logro realizar la sintesis quimica de 152 secuencias de péptidos en la
membrana de la proteina Cruzipaina y también la sintesis quimica de 4 péptidos.

- Se identificd una secuencia de péptido (M2B) por la Técnica ELISA con mayor
potencial inmunorreactivo para reconocimiento del parasito T. cruzi.

- El metaanalisis bibliogréafico permitié identificar la evolucion de la enfermedad
de chagas y la necesidad de una colaboracién de todos los paises para abordar
problemas de salud global y encontrar soluciones viables para la prevencion y el

tratamiento de enfermedades infecciosas como la enfermedad de chagas.
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V1.

RECOMENDACIONES

Continuar con la busqueda de péptidos en otras proteinas puede identificar nuevos
antigenos especificos del T. cruzi y desarrollar pruebas de diagnéstico mas
sensibles y especificas. Ademas, la comparacion de estos péptidos con los ya
identificados puede ayudar a mejorar el conocimiento sobre las caracteristicas del
parasito y su interaccion con el hospedero. Es importante tener en cuenta que estas
investigaciones requieren una cuidadosa validacion para garantizar la fiabilidad y
reproducibilidad de los resultados obtenidos.

El uso de peptidos permitird presentar nuevas alternativas de diagnostico y
presentar ventajas importantes como su capacidad para reconocer regiones
especificas de antigenos y su facilidad de sintesis en grandes cantidades. Es
importante compararlas con otras pruebas comerciales disponibles en el mercado.
También es importante considerar aspectos econdmicos y su accesibilidad para
implementar nuevas pruebas de diagnostico en la practica clinica.

Continuar las investigaciones para desarrollar nuevas técnicas de diagndstico que
sea mas sensibles y especificas para diferentes cepas de T. cruzi y que permitan
una deteccidn y tratamiento mas precisos de la enfermedad de chagas. Debido a
su variabilidad genética y la reaccién cruzada con otros parasitos pueden afectar
la sensibilidad y especificidad de las pruebas de diagndstico.

Realizar pruebas de validacion clinica en muestras clinicas de pacientes
chagasicos para evaluar la sensibilidad y especificidad de los péptidos
identificados.

Realizar estudios de estabilidad de los péptidos identificados para determinar su
durabilidad y almacenamiento adecuado para su uso en futuros estudios y evaluar
la posibilidad de utilizar técnicas de biologia molecular para amplificar y detectar
la presencia de genes especificos del T. cruzi.

Realizar pruebas en los animales peri domiciliarios para identificar la transmision
vectorial del parésito por ser considerados reservorios del T. cruzi. Las pruebas
pueden incluir la deteccion de anticuerpos en suero, asi como la busqueda de
parasitos en la sangre o en tejidos.

Fortalecer alianzas con otros investigadores para obtener una mejor comprension

de la distribucion geografica del T. cruzi. La elaboracion de mapas que muestren
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la distribucion del parasito en diferentes regiones del pais para monitorear y
prevenir la propagacion de la enfermedad.
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ANEXOS
Tabla 16. Categorias funcionales de cruzi/Proteinas excretadas/secretadas

Categoria funcional B m::(:sote trip or:l :::;;Iti:on (%)
Interaccidn huésped-parésito 11 (3.2%) 10 (3,8%)
Sefializacion 22 (6,4%) 20 (7,5%)
proteolisis, peptidolisis 27 (7,8%) 25 (9,4%)
Transcripcion y sintesis de proteinas 29 (8,4%) 16 (6,0%)
Proteinas de chogue térmico y chaperonas 21 (6,1%) 15(5,7%)
Trafico y fusién de membranas 17 (4,9%) 13 (4,9%)
Transportistas 7 (2,0%) 5(1,9%)
Estructura y motilidad celular. 18 (5,2%) 17 (6,4%)
Reducclén de oxidacidn 24 (7,0%) 22 (8,3%)
Metabelismo de los carbohidratos 24 (7,0%) 17 (6,4%)
Metabelismo de lipidos 8(2,3%) 7 (2,6%)
Metabolismo de proteinas y aminoacidos 34 (9,9%) 28 (10,6%)
Metabolismo intermedio 9(2,6%) 7 (2,7%)
Metabolismo de nuclecdtidos 7 (2,0%) 6(2,3%)
Unién de dcidos nuclelcos 38 (11,0%) 19 (7,2%)
Otros 49 (14,2%) 38 (14,3%)
Total 345 (100%) 265 (100%)

Fuente: Obtenido del articulo “Proteomic analysis of Trypanosoma cruzi
secretome: characterization of two populations of extracellular vesicles and soluble

proteins”, (Bayer-Santos et al., 2013).
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Tabla 17. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB.

Position Residue Start End Peptide Score
10 L 3 18 GWARALLLAAVLVVMA 0.009
11 A 4 19 WARALLLAAVLVVMAC 0.005
12 A 5 20 ARALLLAAVLVVMACL 0.004
13 \Y4 6 21 RALLLAAVLVVMACLV 0.003
14 L 7 22 ALLLAAVLVVMACLVP 0.002
15 \Y4 8 23 LLLAAVLVVMACLVPA 0.002
16 \Y4 9 24 LLAAVLVVMACLVPAA 0.003
17 M 10 25 LAAVLVVMACLVPAAT 0.005
18 A 11 26 AAVLVVMACLVPAATA 0.006
19 C 12 27 AVLVVMACLVPAATAS 0.007
20 L 13 28 VLVVMACLVPAATASL 0.006
21 V 14 29 LVVMACLVPAATASLH 0.011
22 P 15 30 VVMACLVPAATASLHA 0.014
23 A 16 31 VMACLVPAATASLHAE 0.032
24 A 17 32 MACLVPAATASLHAEE 0.074
25 T 18 33 ACLVPAATASLHAEET 0.108
26 A 19 34 CLVPAATASLHAEETL 0.088
27 S 20 35 LVPAATASLHAEETLT 0.238
28 L 21 36 VPAATASLHAEETLTS 0.387
29 H 22 37 PAATASLHAEETLTSQ 0.903
30 A 23 38 AATASLHAEETLTSQF 0.506
31 E 24 39 ATASLHAEETLTSQFA 0.506
32 E 25 40 TASLHAEETLTSQFAE 0.867
33 T 26 41 ASLHAEETLTSQFAEF 0.52
34 L 27 42 SLHAEETLTSQFAEFK 1.03
35 T 28 43 LHAEETLTSQFAEFKQ 1.331
36 S 29 44 HAEETLTSQFAEFKQK 3.228
37 Q 30 45 AEETLTSQFAEFKQKH 3.228
38 F 31 46 EETLTSQFAEFKQKHG 3.162
39 A 32 47 ETLTSQFAEFKQKHGR 3.576
40 E 33 48 TLTSQFAEFKQKHGRV 1.533
41 F 34 49 LTSQFAEFKQKHGRVY 1.664
42 K 35 50 TSQFAEFKQKHGRVYE 3.494
43 Q 36 51 SQFAEFKQKHGRVYES 3.245
44 K 37 52 QFAEFKQKHGRVYESA 2.446
45 H 38 53 FAEFKQKHGRVYESAA 1.427
46 G 39 54 AEFKQKHGRVYESAAE 2.854
47 R 40 55 EFKQKHGRVYESAAEE 4.892
48 V 41 56 FKQKHGRVYESAAEEA 2.854
49 Y 42 57 KQKHGRVYESAAEEAF 2.854
50 E 43 58 QKHGRVYESAAEEAFR 2.795
51 S 44 59 KHGRVYESAAEEAFRL 1.331
52 A 45 60 HGRVYESAAEEAFRLS 0.892
53 A 46 61 GRVYESAAEEAFRLSV 0.486
54 E 47 62 RVYESAAEEAFRLSVF 0.426
55 E 48 63 VYESAAEEAFRLSVFR 0.426
56 A 49 64 YESAAEEAFRLSVFRE 0.993
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Tabla 18. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB.

Position Residue Start End Peptide Score
57 F 50 65 ESAAEEAFRLSVFREN 1.019
58 R 51 66 SAAEEAFRLSVFRENL 0.485
59 L 52 67 AAEEAFRLSVFRENLF 0.314
60 S 53 68 AEEAFRLSVFRENLFL 0.256
61 \Y 54 69 EEAFRLSVFRENLFLA 0.256
62 F 55 70 EAFRLSVFRENLFLAR 0.29
63 R 56 71 AFRLSVFRENLFLARL 0.138
64 E 57 72 FRLSVFRENLFLARLH 0.186
65 N 58 73 RLSVFRENLFLARLHA 0.217
66 L 59 74 LSVFRENLFLARLHAA 0.112
67 F 60 75 SVFRENLFLARLHAAA 0.137
68 L 61 76 VFRENLFLARLHAAAN 0.164
69 A 62 77 FRENLFLARLHAAANP 0.342
70 R 63 78 RENLFLARLHAAANPH 0.538
71 L 64 79 ENLFLARLHAAANPHA 0.277
72 H 65 80 NLFLARLHAAANPHAT 0.231
73 A 66 81 LFLARLHAAANPHATF 0.124
74 A 67 82 FLARLHAAANPHATFG 0.149
75 A 68 83 LARLHAAANPHATFGV 0.128
76 N 69 84 ARLHAAANPHATFGVT 0.224
77 P 70 85 RLHAAANPHATFGVTP 0.343
78 H 71 86 LHAAANPHATFGVTPF 0.152
79 A 72 87 HAAANPHATFGVTPFS 0.246
80 T 73 88 AAANPHATFGVTPFSD 0.302
81 F 74 89 AANPHATFGVTPFSDL 0.247
82 G 75 90 ANPHATFGVTPFSDLT 0.353
83 \Y4 76 91 NPHATFGVTPFSDLTR 0.684
84 T 77 92 PHATFGVTPFSDLTRE 0.736
85 P 78 93 HATFGVTPFSDLTREE 0.825
86 F 79 94 ATFGVTPFSDLTREEF 0.525
87 S 80 95 TFGVTPFSDLTREEFR 1.017
88 D 81 96 FGVTPFSDLTREEFRS 0.945
89 L 82 97 GVTPFSDLTREEFRSR 2.137
90 T 83 98 VTPFSDLTREEFRSRY 3.383
91 R 84 99 TPFSDLTREEFRSRYH 6.203
92 E 85 100 PFSDLTREEFRSRYHN 6.911
93 E 86 101 FSDLTREEFRSRYHNG 4.423
94 F 87 102 SDLTREEFRSRYHNGA 5.161
95 R 88 103 DLTREEFRSRYHNGAA 3.89
96 S 89 104 LTREEFRSRYHNGAAH 3.17
97 R 90 105 TREEFRSRYHNGAAHF 3.328
98 Y 91 106 REEFRSRYHNGAAHFA 2.33
99 H 92 107 EEFRSRYHNGAAHFAA 1.202

100 N 93 108 EFRSRYHNGAAHFAAA 0.701
101 G 94 109 FRSRYHNGAAHFAAAQ 0.701
102 A 95 110 RSRYHNGAAHFAAAQE 1.402
103 A 96 111 SRYHNGAAHFAAAQER 1.402
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Tabla 19. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
104 H 97 112 RYHNGAAHFAAAQERA  1.057
105 F 98 113 YHNGAAHFAAAQERAR 1.057
106 A 99 114 HNGAAHFAAAQERARV  0.501
107 A 100 115 NGAAHFAAAQERARVP 0.569
108 A 101 116 GAAHFAAAQERARVPV 0.263
109 Q 102 117 AAHFAAAQERARVPVK 0.531
110 E 103 118 AHFAAAQERARVPVKV 0.39
111 R 104 119 HFAAAQERARVPVKVE 0.668
112 A 105 120 FAAAQERARVPVKVEV 0.365
113 R 106 121 AAAQERARVPVKVEVV 0.312
114 \Y/ 107 122 AAQERARVPVKVEVVG 0.306
115 P 108 123 AQERARVPVKVEVVGA 0.306
116 \Y 109 124 QERARVPVKVEVVGAP 0.468
117 K 110 125 ERARVPVKVEVVGAPA 0.273
118 \Y 111 126 RARVPVKVEVVGAPAA 0.159
119 E 112 127 ARVPVKVEVVGAPAAV 0.06
120 \Y/ 113 128 RVPVKVEVVGAPAAVD 0.1
121 \Y/ 114 129 VPVKVEVVGAPAAVDW  0.054
122 G 115 130 PVKVEVVGAPAAVDWR 0.141
123 A 116 131 VKVEVVGAPAAVDWRA 0.092
124 P 117 132 KVEVVGAPAAVDWRAR 0.244
125 A 118 133 VEVVGAPAAVDWRARG 0.121
126 A 119 134 EVVGAPAAVDWRARGA 0.164
127 \Y 120 135 VVGAPAAVDWRARGAV  0.07
128 D 121 136 VGAPAAVDWRARGAVT  0.137
129 W 122 137 GAPAAVDWRARGAVTA 0.186
130 R 123 138 APAAVDWRARGAVTAV 0.14
131 A 124 139 PAAVDWRARGAVTAVK  0.277
132 R 125 140 AAVDWRARGAVTAVKD  0.299
133 G 126 141 AVDWRARGAVTAVKDQ 0.512
134 A 127 142 VDWRARGAVTAVKDQG 0.502
135 \Y 128 143 DWRARGAVTAVKDQGQ 1.171
136 T 129 144 WRARGAVTAVKDQGQC 0.376
137 A 130 145 RARGAVTAVKDQGQCG 0.354
138 \Y/ 131 146 ARGAVTAVKDQGQCGS 0.242
139 K 132 147 RGAVTAVKDQGQCGSC 0.128
140 D 133 148 GAVTAVKDQGQCGSCW 0.069
141 Q 134 149 AVTAVKDQGQCGSCWA  0.07
142 G 135 150 VTAVKDQGQCGSCWAF  0.06
143 Q 136 151 TAVKDQGQCGSCWAFS 0.109
144 C 137 152 AVKDQGQCGSCWAFSA 0.076
145 G 138 153 VKDQGQCGSCWAFSAI 0.053
146 S 139 154 KDQGQCGSCWAFSAIG 0.071
147 C 140 155 DQGQCGSCWAFSAIGN 0.057
148 W 141 156 QGQCGSCWAFSAIGNV 0.025
149 A 142 157 GQCGSCWAFSAIGNVE 0.025
150 F 143 158 QCGSCWAFSAIGNVEC 0.014
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Tabla 20. Prediccién de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
151 S 144 159 CGSCWAFSAIGNVECQ 0.014
152 A 145 160 GSCWAFSAIGNVECQW 0.027
153 | 146 161 SCWAFSAIGNVECQWF 0.023
154 G 147 162 CWAFSAIGNVECQWFL 0.014
155 N 148 163 WAFSAIGNVECQWFLA 0.027
156 \V/ 149 164 AFSAIGNVECQWFLAG 0.026
157 E 150 165 FSAIGNVECQWFLAGH 0.034
158 C 151 166 SAIGNVECQWFLAGHP 0.062
159 Q 152 167 AIGNVECQWFLAGHPL 0.038
160 w 153 168 IGNVECQWFLAGHPLT 0.054
161 F 154 169 GNVECQWFLAGHPLTN 0.124
162 L 155 170 NVECQWFLAGHPLTNL 0.103
163 A 156 171 VECQWFLAGHPLTNLS 0.086
164 G 157 172 ECQWFLAGHPLTNLSE 0.201
165 H 158 173 CQWFLAGHPLTNLSEQ 0.201
166 P 159 174 QWFLAGHPLTNLSEQM 0.371
167 L 160 175 WFLAGHPLTNLSEQML 0.177
168 T 161 176 FLAGHPLTNLSEQMLV 0.125
169 N 162 177 LAGHPLTNLSEQMLVS 0.193
170 L 163 178 AGHPLTNLSEQMLVSC 0.126
171 S 164 179 GHPLTNLSEQMLVSCD 0.207
172 E 165 180 HPLTNLSEQMLVSCDK 0.419
173 Q 166 181 PLTNLSEQMLVSCDKT 0.445
174 M 167 182 LTNLSEQMLVSCDKTD 0.48
175 L 168 183 TNLSEQMLVSCDKTDS 0.78
176 \Y4 169 184 NLSEQMLVSCDKTDSG 0.535
177 S 170 185 LSEQMLVSCDKTDSGC 0.178
178 C 171 186 SEQMLVSCDKTDSGCS 0.29
179 D 172 187 EQMLVSCDKTDSGCSG 0.214
180 K 173 188 QMLVSCDKTDSGCSGG 0.122
181 T 174 189 MLVSCDKTDSGCSGGL 0.058
182 D 175 190 LVSCDKTDSGCSGGLM 0.058
183 S 176 191 VSCDKTDSGCSGGLMN 0.114
184 G 177 192 SCDKTDSGCSGGLMNN 0.246
185 C 178 193 CDKTDSGCSGGLMNNA 0.186
186 S 179 194 DKTDSGCSGGLMNNAF 0.3
187 G 180 195 KTDSGCSGGLMNNAFE 0.311
188 G 181 196 TDSGCSGGLMNNAFEW 0.163
189 L 182 197 DSGCSGGLMNNAFEWI 0.079
190 M 183 198 SGCSGGLMNNAFEWIV 0.035
191 N 184 199 GCSGGLMNNAFEWIVQ 0.046
192 N 185 200 CSGGLMNNAFEWIVQE 0.08
193 A 186 201 SGGLMNNAFEWIVQEN 0.239
194 F 187 202 GGLMNNAFEWIVQENN 0.287
195 E 188 203 GLMNNAFEWIVQENNG 0.287
196 w 189 204 LMNNAFEWIVQENNGA 0.293
197 | 190 205 MNNAFEWIVQENNGAV 0.264
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Tabla 21. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
198 \V/ 191 206 NNAFEWIVQENNGAVY 0.418
199 Q 192 207 NAFEWIVQENNGAVYT 0.375
200 E 193 208 AFEWIVQENNGAVYTE 0.404
201 N 194 209 FEWIVQENNGAVYTED 0.667
202 N 195 210 EWIVQENNGAVYTEDS 1.033
203 G 196 211 WIVQENNGAVYTEDSY 0.935
204 A 197 212 IVQENNGAVYTEDSYP 1.374
205 \V/ 198 213 VQENNGAVYTEDSYPY 3.072
206 Y 199 214 QENNGAVYTEDSYPYA 4.181
207 T 200 215 ENNGAVYTEDSYPYAS 3.236
208 E 201 216 NNGAVYTEDSYPYASG 1.849
209 D 202 217 NGAVYTEDSYPYASGE 1.991
210 S 203 218 GAVYTEDSYPYASGEG 1.225
211 Y 204 219 AVYTEDSYPYASGEGI 0.868
212 P 205 220 VYTEDSYPYASGEGIS 1.151
213 Y 206 221 YTEDSYPYASGEGISP 2.399
214 A 207 222 TEDSYPYASGEGISPP 2.367
215 S 208 223 EDSYPYASGEGISPPC 0.879
216 G 209 224 DSYPYASGEGISPPCT 0.733
217 E 210 225 SYPYASGEGISPPCTT 0.633
218 G 211 226 YPYASGEGISPPCTTS 0.633
219 | 212 227 PYASGEGISPPCTTSG 0.4
220 S 213 228 YASGEGISPPCTTSGH 0.352
221 P 214 229 ASGEGISPPCTTSGHT 0.324
222 P 215 230 SGEGISPPCTTSGHTV 0.238
223 C 216 231 GEGISPPCTTSGHTVG 0.176
224 T 217 232 EGISPPCTTSGHTVGA 0.18
225 T 218 233 GISPPCTTSGHTVGAT 0.15
226 S 219 234 ISPPCTTSGHTVGATI 0.106
227 G 220 235 SPPCTTSGHTVGATIT 0.218
228 H 221 236 PPCTTSGHTVGATITG 0.161
229 T 222 237 PCTTSGHTVGATITGH 0.142
230 \V/ 223 238 CTTSGHTVGATITGHV 0.068
231 G 224 239 TTSGHTVGATITGHVE 0.22
232 A 225 240 TSGHTVGATITGHVEL 0.126
233 T 226 241 SGHTVGATITGHVELP 0.135
234 I 227 242 GHTVGATITGHVELPQ 0.174
235 T 228 243 HTVGATITGHVELPQD 0.294
236 G 229 244 TVGATITGHVELPQDE 0.374
237 H 230 245 VGATITGHVELPQDEA 0.262
238 \V/ 231 246 GATITGHVELPQDEAQ 0.61
239 E 232 247 ATITGHVELPQDEAQI 0.432
240 L 233 248 TITGHVELPQDEAQIA 0.432
241 P 234 249 ITGHVELPQDEAQIAA 0.303
242 Q 235 250 TGHVELPQDEAQIAAW 0.454
243 D 236 251 GHVELPQDEAQIAAWL 0.259
244 E 237 252 HVELPQDEAQIAAWLA 0.265
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Tabla 22. Prediccién de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
245 A 238 253 VELPQDEAQIAAWLAV 0.144
246 Q 239 254 ELPQDEAQIAAWLAVN 0.313
247 | 240 255 LPQDEAQIAAWLAVNG 0.179
248 A 241 256 PQDEAQIAAWLAVNGP 0.335
249 A 242 257 QDEAQIAAWLAVNGPV 0.161
250 w 243 258 DEAQIAAWLAVNGPVA 0.094
251 L 244 259 EAQIAAWLAVNGPVAV 0.042
252 A 245 260 AQIAAWLAVNGPVAVA 0.024
253 \Y 246 261 QIAAWLAVNGPVAVAV 0.018
254 N 247 262 IAAWLAVNGPVAVAVD 0.017
255 G 248 263 AAWLAVNGPVAVAVDA 0.025
256 P 249 264 AWLAVNGPVAVAVDAS  0.033
257 \Y4 250 265 WLAVNGPVAVAVDASS 0.044
258 A 251 266 LAVNGPVAVAVDASSW 0.044
259 \Y 252 267 AVNGPVAVAVDASSWM  0.052
260 A 253 268 VNGPVAVAVDASSWMT  0.075
261 \Y4 254 269 NGPVAVAVDASSWMTY  0.158
262 D 255 270 GPVAVAVDASSWMTYT  0.142
263 A 256 271 PVAVAVDASSWMTYTG 0.142
264 S 257 272 VAVAVDASSWMTYTGG  0.091
265 S 258 273 AVAVDASSWMTYTGGV  0.091
266 w 259 274 VAVDASSWMTYTGGVM  0.089
267 M 260 275 AVDASSWMTYTGGVMT  0.173
268 T 261 276 VDASSWMTYTGGVMTS 0.23
269 Y 262 277 DASSWMTYTGGVMTSC 0.166
270 T 263 278 ASSWMTYTGGVMTSCV  0.074
271 G 264 279 SSWMTYTGGVMTSCVS 0.098
272 G 265 280 SWMTYTGGVMTSCVSE 0.126
273 \Y 266 281 WMTYTGGVMTSCVSEQ  0.163
274 M 267 282 MTYTGGVMTSCVSEQL 0.128
275 T 268 283 TYTGGVMTSCVSEQLD 0.216
276 S 269 284 YTGGVMTSCVSEQLDH 0.204
277 C 270 285 TGGVMTSCVSEQLDHG 0.129
278 \Y 271 286 GGVMTSCVSEQLDHGV 0.066
279 S 272 287 GVMTSCVSEQLDHGVL 0.055
280 E 273 288 VMTSCVSEQLDHGVLL 0.046
281 Q 274 289 MTSCVSEQLDHGVLLV 0.046
282 L 275 290 TSCVSEQLDHGVLLVG 0.046
283 D 276 291 SCVSEQLDHGVLLVGY 0.05
284 H 277 292 CVSEQLDHGVLLVGYN 0.06
285 G 278 293 VSEQLDHGVLLVGYND 0.187
286 \Y4 279 294 SEQLDHGVLLVGYNDS 0.337
287 L 280 295 EQLDHGVLLVGYNDSA 0.254
288 L 281 296 QLDHGVLLVGYNDSAA 0.148
289 \Y 282 297 LDHGVLLVGYNDSAAV 0.063
290 G 283 298 DHGVLLVGYNDSAAVP 0.119
291 Y 284 299 HGVLLVGYNDSAAVPY 0.112
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Tabla 23. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
292 N 285 300 GVLLVGYNDSAAVPYW  0.086
293 D 286 301 VLLVGYNDSAAVPYWI 0.061
294 S 287 302 LLVGYNDSAAVPYWII 0.058
295 A 288 303 LVGYNDSAAVPYWIIK 0.14
296 A 289 304 VGYNDSAAVPYWIIKN 0.273
297 V 290 305 GYNDSAAVPYWIIKNS 0.493
298 P 291 306 YNDSAAVPYWIIKNSW 0.524
299 Y 292 307 NDSAAVPYWIIKNSWT 0.482
300 w 293 308 DSAAVPYWIIKNSWTT 0.433
301 | 294 309 SAAVPYWIIKNSWTTQ 0.449
302 | 295 310 AAVPYWIIKNSWTTQW 0.352
303 K 296 311 AVPYWIIKNSWTTQWG 0.345
304 N 297 312 VPYWIIKNSWTTQWGE 0.592
305 S 298 313 PYWIIKNSWTTQWGEE 1.38
306 w 299 314 YWIHKNSWTTQWGEEG 0.883
307 T 300 315 WIIKNSWTTQWGEEGY 0.883
308 T 301 316 HKNSWTTQWGEEGYI 0.589
309 Q 302 317 IKNSWTTQWGEEGYIR 1.645
310 w 303 318 KNSWTTQWGEEGYIRI 1.645
311 G 304 319 NSWTTQWGEEGYIRIA 0.831
312 E 305 320 SWTTQWGEEGYIRIAK 1.034
313 E 306 321 WTTQWGEEGYIRIAKG 0.763
314 G 307 322 TTQWGEEGYIRIAKGS 0.973
315 Y 308 323 TQWGEEGYIRIAKGSN 1.084
316 I 309 324 QWGEEGYIRIAKGSNQ 1.301
317 R 310 325 WGEEGYIRIAKGSNQC 0.403
318 | 311 326 GEEGYIRIAKGSNQCL 0.316
319 A 312 327 EEGYIRIAKGSNQCLV 0.237
320 K 313 328 EGYIRIAKGSNQCLVK 0.274
321 G 314 329 GYIRIAKGSNQCLVKE 0.274
322 S 315 330 YIRIAKGSNQCLVKEE 0.479
323 N 316 331 IRIAKGSNQCLVKEEA 0.309
324 Q 317 332 RIAKGSNQCLVKEEAS 0.59
325 C 318 333 IAKGSNQCLVKEEASS 0.404
326 L 319 334 AKGSNQCLVKEEASSA 0.582
327 V 320 335 KGSNQCLVKEEASSAV 0.427
328 K 321 336 GSNQCLVKEEASSAVV 0.159
329 E 322 337 SNQCLVKEEASSAVVG 0.159
330 E 323 338 NQCLVKEEASSAVVGG 0.117
331 A 324 339 QCLVKEEASSAVVGGP 0.113
332 S 325 340 CLVKEEASSAVVGGPG 0.064
333 S 326 341 LVKEEASSAVVGGPGP 0.186
334 A 327 342 VKEEASSAVVGGPGPT 0.325
335 V 328 343 KEEASSAVVGGPGPTP 0.677
336 V 329 344 EEASSAVVGGPGPTPE 0.586
337 G 330 345 EASSAVVGGPGPTPEP 0.523
338 G 331 346 ASSAVVGGPGPTPEPT 0.436
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Tabla 24. Prediccién de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Pe ptide Score
339 P 332 347 SSAVVGGPGPTPEPTT 0.623
340 G 333 348 SAVVGGPGPTPEPTTT 0.671
341 P 334 349 AVVGGPGPTPEPTTTT 0.723
342 T 335 350 VVGGPGPTPEPTTTTT 1.032
343 P 336 351 VGGPGPTPEPTTTTIT 2.007
344 E 337 352 GGPGPTPEPTTTTTITS 3.624
345 P 338 353 GPGPTPEPTTTTITTISA 3.7
346 T 339 354 PGPTPEPTTTTTTSAP 5.781
347 T 340 355 GPTPEPTTTTTTSAPG 3.7
348 T 341 356 PTPEPTTTTTTSAPGP 5.781
349 T 342 357 TPEPTTTTTTSAPGPS 5.01
350 T 343 358 PEPTTTTTTSAPGPSP 5.368
351 T 344 359 EPTTTTTTSAPGPSPS 4.652
352 S 345 360 PTTTTTTSAPGPSPSY 4.209
353 A 346 361 TTITTTTSAPGPSPSYF 2.357
354 P 347 362 TTTTTSAPGPSPSYFV 1.212
355 G 348 363 TTTTSAPGPSPSYFVQ 1.455
356 P 349 364 TTTSAPGPSPSYFVQM 0.997
357 S 350 365 TTSAPGPSPSYFVQMS 0.926
358 P 351 366 TSAPGPSPSYFVQMSC 0.344
359 S 352 367 SAPGPSPSYFVQMSCT 0.344
360 Y 353 368 APGPSPSYFVQMSCTD 0.429
361 F 354 369 PGPSPSYFVQMSCTDA 0.429
362 \Y% 355 370 GPSPSYFVQMSCTDAA 0.28
363 Q 356 371 PSPSYFVQMSCTDAAC 0.152
364 M 357 372 SPSYFVQMSCTDAACI 0.069
365 S 358 373 PSYFVQMSCTDAACIV 0.038
366 C 359 374 SYFVQMSCTDAACIVG 0.024
367 T 360 375 YFVQMSCTDAACIVGC 0.01
368 D 361 376 FVQMSCTDAACIVGCE 0.011
369 A 362 377 VQMSCTDAACIVGCEN 0.02
370 A 363 378 QMSCTDAACIVGCENV 0.02
371 C 364 379 MSCTDAACIVGCENVT 0.017
372 | 365 380 SCTDAACIVGCENVTL 0.014
373 \Y 366 381 CTDAACIVGCENVTLP 0.016
374 G 367 382 TDAACIVGCENVTLPT 0.043
375 C 368 383 DAACIVGCENVTLPTG 0.03
376 E 369 384 AACIVGCENVTLPTGQ 0.031
377 N 370 385 ACIVGCENVTLPTGQC 0.016
378 \Y% 371 386 CIVGCENVTLPTGQCL 0.013
379 T 372 387 IVGCENVTLPTGQCLL 0.02
380 L 373 388 VGCENVTLPTGQCLLT 0.042
381 P 374 389 GCENVTLPTGQCLLTT 0.082
382 T 375 390 CENVTLPTGQCLLTTS 0.111
383 G 376 391 ENVTLPTGQCLLTTSG 0.205
384 Q 377 392 NVTLPTGQCLLTTSGV 0.088
385 C 378 393 VTLPTGQCLLTTSGVS 0.073
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Tabla 25. Prediccién de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
386 L 379 394 TLPTGQCLLTTSGVSA 0.1
387 L 380 395 LPTGQCLLTTSGVSAI 0.048
388 T 381 396 PTGQCLLTTSGVSAIV 0.044
389 T 382 397 TGQCLLTTSGVSAIVT 0.041
390 S 383 398 GQCLLTTSGVSAIVTC 0.015
391 G 384 399 QCLLTTSGVSAIVTCG 0.015
392 \Y 385 400 CLLTTSGVSAIVTCGA 0.009
393 S 386 401 LLTTSGVSAIVTCGAE 0.028
394 A 387 402 LTTSGVSAIVTCGAET 0.05
395 | 388 403 TTSGVSAIVTCGAETL 0.05
396 \Y 389 404 TSGVSAIVTCGAETLT 0.05
397 T 390 405 SGVSAIVTCGAETLTE 0.06
398 C 391 406 GVSAIVTCGAETLTEE 0.077
399 G 392 407 VSAIVTCGAETLTEEV 0.058
400 A 393 408 SAIVTCGAETLTEEVF 0.068
401 E 394 409 AIVTCGAETLTEEVFL 0.042
402 T 395 410 IVTCGAETLTEEVFLT 0.059
403 L 396 411 VTCGAETLTEEVFLTS 0.113
404 T 397 412 TCGAETLTEEVFLTST 0.221
405 E 398 413 CGAETLTEEVFLTSTH 0.208
406 E 399 414 GAETLTEEVFLTSTHC 0.208
407 \Y 400 415 AETLTEEVFLTSTHCS 0.282
408 F 401 416 ETLTEEVFLTSTHCSG 0.276
409 L 402 417 TLTEEVFLTSTHCSGP 0.246
410 T 403 418 LTEEVFLTSTHCSGPS 0.229
411 S 404 419 TEEVFLTSTHCSGPSV 0.206
412 T 405 420 EEVFLTSTHCSGPSVR 0.279
413 H 406 421 EVFLTSTHCSGPSVRS 0.216
414 C 407 422 VFLTSTHCSGPSVRSS 0.167
415 S 408 423 FLTSTHCSGPSVRSSV 0.167
416 G 409 424 LTSTHCSGPSVRSSVP 0.299
417 P 410 425 TSTHCSGPSVRSSVPL 0.299
418 S 411 426 STHCSGPSVRSSVPLN 0.333
419 \Y 412 427 THCSGPSVRSSVPLNK 0.497
420 R 413 428 HCSGPSVRSSVPLNKC 0.185
421 S 414 429 CSGPSVRSSVPLNKCN 0.218
422 S 415 430 SGPSVRSSVPLNKCNR 0.797
423 \Y4 416 431 GPSVRSSVPLNKCNRL 0.49
424 P 417 432 PSVRSSVPLNKCNRLL 0.409
425 L 418 433 SVRSSVPLNKCNRLLR 0.518
426 N 419 434 VRSSVPLNKCNRLLRG 0.382
427 K 420 435 RSSVPLNKCNRLLRGS 0.69
428 C 421 436 SSVPLNKCNRLLRGSA 0.356
429 N 422 437 SVPLNKCNRLLRGSAE 0.46
430 R 423 438 VPLNKCNRLLRGSAEF 0.297
431 L 424 439 PLNKCNRLLRGSAEFF 0.347
432 L 425 440 LNKCNRLLRGSAEFFC 0.12
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Tabla 26. Prediccidn de accesibilidad de superficie de epitopos de anticuerpos obtenida
del analisis del IEDB

Position Residue Start End Peptide Score
433 R 426 441 NKCNRLLRGSAEFFCG 0.144
434 G 427 442 KCNRLLRGSAEFFCGS 0.12
435 S 428 443 CNRLLRGSAEFFCGSS 0.081
436 A 429 444 NRLLRGSAEFFCGSSS 0.201
437 E 430 445 RLLRGSAEFFCGSSSS 0.168
438 F 431 446 LLRGSAEFFCGSSSSG 0.085
439 F 432 447 LRGSAEFFCGSSSSGR 0.201
440 C 433 448 RGSAEFFCGSSSSGRL 0.201
441 G 434 449 GSAEFFCGSSSSGRLA 0.104
442 S 435 450 SAEFFCGSSSSGRLAD 0.175
443 S 436 451 AEFFCGSSSSGRLADV 0.097
444 S 437 452 EFFCGSSSSGRLADVD 0.161
445 S 438 453 FFCGSSSSGRLADVDR 0.182
446 G 439 454 FCGSSSSGRLADVDRQ 0.363
447 R 440 455 CGSSSSGRLADVDRQR 0.821
448 L 441 456 GSSSSGRLADVDRQRR 3.001
449 A 442 457 SSSSGRLADVDRQRRH 4.126
450 D 443 458 SSSGRLADVDRQRRHQ 5.332
451 \ 444 459 SSGRLADVDRQRRHQP 6.152
452 D 445 460 SGRLADVDRQRRHQPY 7.193
453 R 446 461 GRLADVDRQRRHQPYH 7.304
454 Q 447 462 RLADVDRQRRHQPYHS 9.89
455 R 448 463 LADVDRQRRHQPYHSR 9.89
456 R 449 464 ADVDRQRRHQPYHSRH  16.319
457 H 450 465 DVDRQRRHQPYHSRHR  31.639
458 Q 451 466 VDRQRRHQPYHSRHRR  37.108
459 P 452 467 DRQRRHQPYHSRHRRL 41.231
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PROCEDURE OPERATOIRE

Code : PRO-LA-02
Reévision : 00

IMMUNODETECTION DES PEPTIDES SYNTHETISES
SUR MEMBRANE SPOT

Date d'application : 10/05/2000

Page:8/9
ANNEXE 1 : FICHE OPERATOIRE DE SUIVI DE LA MANIPULATION
IDENTIFICATION
Date de la manipulation :
Essai -
Référence de la membrane utilisée :
Anticorps - Ditution : Tampon de dilution :
Conjugueé AP : Dilution : Tampon de dilution :
IMMUNODETECTION
N® Temps, température et Nombre de
étape Réactifs N* de lot du réactif conditions Fincubats soétitions
1 Tampon TBS 10 mn & température ambiante | =) (=)
g; | Fampoads Une nuit & TA sous agitation a
saturation &g
3 Tampon TBS-T 10 mn & TA sous agitation m |
4 Anticorps a tester 1h30mn a 37°C sous agitation |
5 Tampon TBS-T 10 mn & TA sous agitation o o o
B Conjugus AP 1h a TA sous agitation 0O
7 Tampon TBS-T 10 mn a TA sous agitation (= |
8 Tampon CBS 10 mn a TA sous agitation m |
g Substrat AP De 1 a 30 mn sous agitation 0O
10 | EaumiliQ 3 lavages rapides sous agitation o o o
REGENERATION
N° _ Temps, température et Nombre de
étape Réacuis N"de lotduréactif | ;ngitions d'incubation répétitions
1" DMF 10 mn & TA sous agitation 0O o a
12 | Eaumili Q 2 mn & TA sous agitation o o o
Regen A +
13 f-mearcapto-éthanol 10 mn & TA sous agitation o a o
(500 pl / 500 ml)
14 | RegenB 10 mn & TA sous agitation o o o
15 | Méthanol 10 mn & TA sous agitation o o o

Sacher la membrane ou recommencer I'expérience dimmunodétection en changeant de bac, a l'élape 1.
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PROTOCOLO PARA ELISA

. SENSIBILIZAR
o Disefiar la placa
e Numero de pocillos/suero T. cruzi.

e Tampon de recubrimiento o coating buffer

« Colocar 100 ul/pocillo

 Incubar over night en refrigeracion 4 °C

. BLOQUEO (leche 3% o caseina 2% en PBS-T 0,05 %)
o Lavado 3X (PBS- T 0,05 %)

« Colocar 100 ul/pocillo de solucion de bloqueo
e Incubar 37 °C durante 1 hora.

. SUERO

o Lavar 3x (PBS-T 0,05%)

o Suero diluido en buffer de incubacion.

o Aplicar suero ejemplo: 1 pocillo 200 ul, otros pocillos 100 ul de buffer de
incubacion y dilucion seriada.

e Incubar 37 °C durante 1 hora.

. CONJUGADO

o Lavar 3x.

Conocer a dilucidon del conjugado

Diluir el conjugado en buffer de incubacion
Colocar 100 ul/pocillo

Incubar 37 °C durante 1 hora

. REVELACION

Lavar 3X

Sustrato (10 ml de tampén citrato + 2 mg de OPD +2 ul de H20,)
Colocar 100 ul/pocillo

Incubar 30 min en la oscuridad

Detener la reaccion con H2SO4 (1:20), 25 ul/pocillo

e Lecturaa492 nm
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Equipo de Spot Sintesis de UFMG-Brasil Equipo de Spot Sintesis de la UNTRM

Colocacion de la membrana en el Sintetizador para el procedimiento
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Verificacién de cada uno de los reactivos

Obtencion del péptido sintético

Pruebas de péptidos en las placas ELISA

Model 01 =

Structure
Assessment

£0

Oligo-State Ligands
Monomer None

QMEANDisCo Local

Lucal Quatty Estimute

Template  SeqIdentity Coverage

7am1.A 67.10%

QMEAN Z-Scores
QMEAN -1.16

o L Mo
natom BT T Tl 120
so!vation -1.16
torsion mw

Description
Cysteine protease

GMQE QMEANDisCo Global
059 Q&EY 0.05

M

Proiean Size (Residues)

Crystal Structure of Pro-Rhodesain C150A
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Resultados de la homologacion de la cisteina proteasa




Figura: 20 aminoéacidos y sus estructuras

color marrén : aminoacidos hidréfobos
color verde  : aminoacidos polares
color fucsia  : aminoécidos acidos

color turquesa : aminoacidos basicos
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Nﬁmero de casos de enfermedad de Chagas, Peru 2000 - 2022*
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Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades — MINSA. (*) Hasta
la SE 06 — 2022.

N* de casos
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0

Numero de casos de Enfermedades de Chagas segun departamentos Pert 2018-

2023 *
DEPARTAMENTOS Casos acumulados Corte Hasta la SE 26
2018 2019 2020 2021 2022 2023%| 2018 2019 2020 2021 2022 2023*

AMAZONAS 1 2 0 0 o o (8] 2 0 4] 0 0
ANCASH 1 1 o 0 o o] 0 1 (4] 0 o 0
APURIMAC 4] o 0 4] 0 0 0 0 0 1] 0 0
AREQUIPA 9 23 10 p L 16 9 s 12 a 4 11 S
AYACUCHO 2 1 3 1 4 2 2 0 2 1 3 2
CAJAMARCA 3 1 2 0 o P § 0 1 1 0 0 1
CALLAO s} Q 0 0 o o (8] o 0 0 0 s}
Cusco o o o 1 o 4] 0 0 0 1 0 0
HUANCAVELICA 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 (8] 0
HUANUCO 1 1 0 (¢] o 1 1 0 0 0 0 1
ICA 0 0 1 0 o 0 0 0 1 0 0 0
JUNIN o 0 0 2 1 1 0 0 0 1 D 1
LA LIBERTAD o o 0 s} 1 1 4] 0 0 0 1 1
LAMBAYEQUE o o 0 0 0 0o (8] 0 0 0 0 0
LmMaA 1 o 0 0 2 3 1 o 0 0 2 3
LORETO 3 3 1 0 o 2 2 3 1 0 o 2
MADRE DE DIOS 0 4] 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
MOQUEGUA 0 1 ¥ 4 5 3 0 0 1 0 2 3
PASCO s} 0 0 0 o (¢] 0 0 0 0 0 0
PIURA o o o 1 0 1 0 o 0 0 0 1
PUNO a] 1 1 0 o 0 0 1 1 0 0 0
SAN MARTIN 3 5 0 1 4 4 2 2 0 0 2 4q
TACNA a] 3 2 0 2 0 0 1 2 0 2 o]
TUMBES 1 0 o 0 (1 0 0 0 (8] 0 0 (8]
UCAYALI 3 3 3 0 ] 2 3 1 3 0 D 2
Perd 28 a5 24 29 36 30 16 24 16 7 4 24 30

Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y control de Enfermedades-MINSA
(*) Hasta la SE 26-2023.
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